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1 
Introduzione 
 
Il nostro organismo risponde ad ogni stimolo nocivo con un processo di 
infiammazione. Quest’ultima è una complessa reazione del sistema immunitario 
innato che induce la migrazione dei leucociti e delle proteine plasmatiche nei focolai 
d’infezione. La sua funzione primaria è protettiva, in quanto innesca la risposta 
immunitaria innata e contribuisce al controllo dell’infezione. In alcuni casi può 
causare dei danni ai tessuti ed indurre una patologia. Con l’allungamento della vita 
media nella popolazione, vediamo come aumenta ad esempio il rischio di ammalarsi 
di cancro, patologia legata anche all’invecchiamento, e come sia molto stretto il 
legame tra l'infiammazione e il cancro stesso.  
Modulare la risposta infiammatoria potrebbe essere una strategia per prevenire e 
curare il cancro?  
Infiammazione e cancro sono strettamente collegati. Il tumore crea attorno a sé una 
risposta infiammatoria così come, dal canto suo, l’infiammazione prepara il terreno 
su cui può svilupparsi il tumore.  
Molti studi hanno dimostrato che il microambiente tumorale subisce numerosi 
cambiamenti nel corso dello sviluppo del tumore e ne influenza l'evoluzione e la 
progressione del cancro. L'infiammazione è in grado di modulare il comportamento 
delle cellule tumorali, con effetti anti- e pro-tumorali. Numerosi studi hanno 
riportato che l'infiammazione cronica è associata ad un aumentato rischio di 
insorgenza del cancro. Tale condizione patologica è caratterizzata da un rilascio 
locale o sistemico di una varietà di mediatori immunitari che, stimolando la 
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proliferazione cellulare, possono favorire la genesi del tumore, la sua progressione e 
la sua pericolosità.  
Sono state messe in evidenza due vie di attivazione che legano infiammazione e 
cancro: una via intrinseca ed una via estrinseca (Figura 1).  
La via intrinseca è attivata da eventi genetici capaci di indurre processi neoplastici. 
Tali eventi genetici includono: attivazione di vari oncogeni tramite mutazioni, 
riarrangiamento oppure amplificazione cromosomica ed inattivazione di geni 
oncosoppressori. I membri della famiglia RAS sono gli oncogeni maggiormente 
coinvolti nello sviluppo dei tumori umani e attivano la proliferazione attraverso le 
chinasi RAS-RAF. Le cellule che subiscono questo tipo di trasformazione producono 
mediatori dell’infiammazione, generando in tal modo un microambiente 
infiammatorio in tumori che di base non presentano condizioni di infiammazione 
(e.g., cancro al seno). Altri oncogeni che svolgono una funzione simile sono la 
proteina tirosin-chinasi RET, coinvolta nello sviluppo del tumore alla tiroide e MYC, 
un fattore trascrizionale overespresso in molti tipi di tumori umani. Nella via 
estrinseca, invece, condizioni infiammatorie e/o infettive aumentano il rischio di 
progressione del cancro soprattutto in alcuni siti anatomici (colon, prostata e 
pancreas). Le due vie convergono causando nelle cellule tumorali l’attivazione di 
fattori di trascrizione, tra cui NF-kB, STAT3 (Signal Transducer and Activator of 
Transcription 3) e HIF-1α (Hypoxia-Inducible Factor 1-alpha). Le caratteristiche di 
un tumore correlato ad uno stato infiammatorio sono essenzialmente: l’infiltrazione 
leucocitaria e macrofagica, la presenza di citochine e chemochine (e.g., 
interleuchine, TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α), degli interferoni, di fattori di 
crescita, di enzimi proteolitici, di proteoglicani, di mediatori lipidici e 
prostaglandine. Tutti questi componenti sono potenziali bersagli per nuove strategie 
terapeutiche; infatti, diverse molecole che agiscono su tali target sono attualmente 
utilizzate nelle sperimentazioni cliniche. Dati recenti dimostrano, inoltre, che alcuni 
componenti del microambiente tumorale sono in grado di fornire importanti 
informazioni prognostiche e predittive. 
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Figura 1: Via intrinseca ed estrinseca che collegano infiammazione e cancro 
(Mantovani et al., 2008).  
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2 
Infiammazione cronica e citochine 
nell'ambiente tumorale 
 
Il ruolo dell'infiammazione nello sviluppo del cancro è già stato descritto nel 1863 da 
Rudolf Virchow, considerato il medico più importante del XIX secolo. Le sue 
osservazioni circa il fatto che le cellule infiammatorie infiltrino i tumori, lo hanno 
portato a ipotizzare che il cancro nasca dai siti infiammatori (“infiltrazione 
linforeticolare”). Negli ultimi decenni la supposizione di Virchow è stata avvalorata 
da abbondanti prove che dimostrano che varie forme di cancro sono innescate da 
infezioni e malattie infiammatorie croniche. 
L'infiammazione è una risposta positiva, attivata per ripristinare lesioni dei tessuti e 
combattere gli agenti patogeni. Tuttavia, se l'infiammazione non è regolamentata, 
questa può diventare cronica, inducendo una trasformazione cellulare maligna nel 
tessuto circostante. La risposta infiammatoria ha in comune vari bersagli molecolari 
e vie di segnalazione con il processo cancerogeno come l'apoptosi, l'aumento del 
processo di proliferazione e l'angiogenesi. Inoltre, è stato dimostrato come l'uso dei 
farmaci anti-infiammatori non steroidei diminuisca l'incidenza e la mortalità di 
diversi tumori. 
 
2.1 L’infiammazione cronica come induttore di tumori 
La risposta immunitaria comprende una serie di eventi innescati come replica al 
riconoscimento di patogeni o danni tissutali, coinvolgendo cellule e mediatori 
9 
 
solubili, come le citochine del sistema immunitario innato e adattativo. Lo scopo 
principale della risposta infiammatoria è rimuovere l'agente estraneo, disturbando 
l'omeostasi tissutale. Nel normale contesto fisiologico, dopo la riparazione tissutale o 
l'eliminazione del patogeno, l'infiammazione viene risolta e lo stato omeostatico 
ripristinato.  
È ormai ampiamente accertato che l'infiammazione cronica, risolta inadeguatamente, 
potrebbe aumentare il rischio del cancro. Può farlo fornendo molecole bioattive da 
parte delle cellule infiltranti il microambiente tumorale come le citochine, i fattori di 
crescita e le chemochine che mantengono un tasso di proliferazione sostenuto; 
intervengono anche enzimi modificanti la matrice extracellulare, come le 
metalloproteasi, che promuovono la transizione epiteliale-mesenchimale (EMT) e 
facilitano altri programmi di cancerogenesi, come l’instabilità genomica, la 
riprogrammazione del metabolismo energetico e l'evasione della risposta 
immunitaria. 
Di seguito analizzeremo alcune delle citochine chiave coinvolte nell’induzione del 
tumore ed il loro ruolo nell’EMT, nell’angiogenesi, nell’invasione e nel processo 
metastatico (Landskron et al., 2014). 
 
2.2 Citochine coinvolte nello sviluppo tumorale 
Le citochine sono molecole proteiche a basso peso molecolare prodotte da cellule 
immunitarie e stromali, come i fibroblasti e le cellule endoteliali, secrete nel mezzo 
circostante, solitamente in risposta ad uno stimolo in grado di modificare il 
comportamento di altre cellule, inducendo nuove attività come crescita, 
differenziazione, migrazione cellulare e morte. La loro azione, di solito, è locale ma 
talvolta può manifestarsi su tutto l'organismo. Le citochine possono quindi avere un 
effetto autocrino (modificando il comportamento della stessa cellula che l'ha secreta), 
o paracrino (modificano il comportamento di cellule adiacenti). Differentemente, 
alcune citochine possono invece agire in modo endocrino, modificando cioè il 
comportamento di cellule molto distanti da loro. 
Nel microambiente tumorale le citochine possono modulare una risposta 
antitumorale mentre, durante un'infiammazione cronica, possono anche indurre la 
trasformazione e la malignità cellulare che è condizionata dall'equilibrio di citochine 
pro- e anti-infiammatorie, dalle relative concentrazioni, dal contenuto 
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dell'espressione dei recettori delle citochine e dallo stato di attivazione delle cellule 
circostanti (Zamarron et al., 2011). 
 Tumor Necrosis Factor (TNF-α) 
Il fattore di necrosi tumorale α è una citochina coinvolta nell'infiammazione 
sistemica ed è membro di un gruppo di citochine che stimolano la reazione della fase 
acuta. È prodotta principalmente dai macrofagi, ma anche da Linfociti T CD4+, 
cellule NK, neutrofili, mastociti, eosinofili e neuroni. L'effetto del TNF-α sembra 
essere molto significativo nei primi stadi della cancerogenesi (angiogenesi e 
invasione), inducendo la progressione della malattia. Sebbene il TNF-α sia 
considerato un prototipo di citochine pro-infiammatorie, l'evidenza suggerisce un 
doppio ruolo nella cancerogenesi. Questa citochina è riconosciuta da due recettori: il 
TNF-αR-1, ubiquitariamente espresso, ed il TNF-αR-2, espresso principalmente nelle 
cellule immunitarie. Ci sono delle controversie per quanto riguarda il ruolo del TNF-
α nel cancro. Alte concentrazioni di questa citochina possono indurre una risposta 
antitumorale in un modello murino di sarcoma. Gravi effetti collaterali tossici, come 
l'ipotensione e l'insufficienza dell'organo, sono stati associati con la 
somministrazione sistemica del TNF-α. La somministrazione locale è stata vista 
essere più sicura ed efficace, come dimostrato da prove cliniche di valutazione della 
terapia genica con adenovirus esprimenti TNF-α, combinata con la chemioterapia.  
Al contrario, bassi livelli di produzione di TNF-α possono indurre un fenotipo 
tumorale. Un meccanismo di promozione del tumore da parte del TNF-α è basato 
sulla generazione delle specie reattive dell'ossigeno (ROS) e delle specie reattive del 
nitrogeno (RNS), che possono indurre danni al DNA, facilitando quindi la 
tumorigenesi. Uno studio condotto da Kwong et al. analizza la cancerogenesi 
associata al TNF-α utilizzando un organoide epiteliale ovarico umano normale 
esposto a prolungate dosi di TNF-α. Questo modello ha dimostrato la generazione di 
un fenotipo precanceroso con cambiamenti strutturali e funzionali, come la 
disorganizzazione tissutale, la perdita della polarità epiteliale, l’invasione cellulare e 
la sovraespressione dei marcatori tumorali. Secondo questi risultati, la risposta pro- o 
antitumorale del TNF-α all'interno del microambiente tumorale non dipende solo 
dalla concentrazione locale ma anche dal suo sito di espressione nel tumore. Pazienti 
con elevati livelli di TNF-α negli isolotti del tumore polmonare non a piccole cellule, 
limitati soprattutto ai macrofagi e mastociti, mostrano tassi di sopravvivenza più 
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elevati, mentre pazienti con aumentato contenuto stromale di TNF-α mostrano tassi 
di sopravvivenza più bassi (Landskron et al., 2014). 
 Interleuchina 6 (IL-6) 
Un'altra citochina pro-infiammatoria con un tipico effetto protumorigenico. 
I livelli di IL-6 nel siero di pazienti con tumori sistemici si sono dimostrati elevati 
rispetto ai controlli effettuati in pazienti sani o in pazienti con malattie benigne. 
L’IL-6 è stata proposta come fattore predittivo di malignità, con una sensibilità ed 
una specificità di circa il 60-70% ed il 58-90% rispettivamente (Heikkilä et al., 
2008). L’IL-6 gioca un ruolo chiave nel promuovere la proliferazione e l'inibizione 
dell'apoptosi, attraverso il legame al suo recettore (IL-6Rα) e co-recettore gp130 
(glicoproteina 130), attivando così la via di segnalazione JAK/STAT delle Janus 
chinasi (JAK) e dei trasduttori di segnale e attivatori di trascrizione (STATs) STAT1 
e STAT3. Questi ultimi appartengono ad una famiglia di fattori di trascrizione 
strettamente associati con i processi tumorigenici. Alcuni studi hanno evidenziato 
l'effetto della via di segnalazione IL-6/JAK/STAT sull'iniziazione e sulla 
progressione del cancro. L’IL-6 può indurre la tumorigenesi attraverso 
l'ipermetilazione di geni oncosoppressori nonché attraverso l'ipometilazione del 
retrotrasposone LINE-1 nelle linee di carcinoma orale a cellule squamose in vitro, un 
evento frequente in diversi tumori umani. Inoltre, in un modello murino di cancro 
gastrico è stato dimostrato che l'IL-6 viene prodotta principalmente dai fibroblasti 
stromali; tuttavia, il modello murino carente mostra una ridotta tumorigenesi quando 
viene esposto al carcinogeno N-metil-N-nitrosourea.  
L'IL-6 ha un ruolo nello sviluppo del mieloma multiplo, come dimostrato dalla sua 
capacità di indurre apoptosi bloccando la via IL-6R/STAT3 in vitro e dalla resistenza 
del topo IL-6
-/-
 all'induzione del plasmacitoma. 
Come il TNF-α, l’IL-6 facilita lo sviluppo tumorale promuovendo la conversione 
delle cellule non-cancerose in cellule staminali tumorali. In particolare, la secrezione 
di IL-6 da parte delle cellule staminali non-cancerose, in condizioni di coltura a 
basso attaccamento, up-regola l'espressione genica di Oct4 attivando la via di 
segnalazione IL-6R/JAK/STAT3. Questi risultati hanno portato i ricercatori a 
proporre l’IL-6 come un target (bersaglio) terapeutico nel tumore. Studi clinici 
stanno attualmente valutando anticorpi contro l’IL-6 o l’IL-6R come alternative 
terapeutiche. Siltuximab (CNTO 328), un anticorpo monoclonale contro l’IL-6, ha 
mostrato risultati promettenti per il cancro polmonare non a piccole cellule, il cancro 
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ovarico, il cancro alla prostata e il mieloma multiplo, tra gli altri. In questo contesto, 
come le citochine infiammatorie sono in parte responsabili per l'induzione del 
tumore, un aumento delle citochine anti-infiammatorie potrebbe limitare il rischio di 
cancro e ridurre l'attivazione di vie di segnalazione. Ciò nonostante l'evidenza 
suggerisce che citochine anti-infiammatorie, come TGF-β e IL-10, mostrano effetti 
complessi sullo sviluppo tumorale.  
 Fattore di crescita trasformante β (Transforming Growth Factor β TGF-β) 
Il TGF-β è una potente citochina pleiotropica, con proprietà immuno-soppressive e 
anti-infiammatorie. In condizioni fisiologiche, il TGF-β ha un ruolo comprovato       
nell'embriogenesi, nella proliferazione cellulare, nel differenziamento, nell’apoptosi, 
nell’adesione e nell’invasione. Sono state identificate tre forme: TGF-β1, TGF-β2 e 
TGF-β3. I TGF-β si legano al recettore affine di tipo II (TGF-β RII), inducendola 
fosforilazione del recettore TGF-β di tipo I (TGF-β RI) e portando così alla 
formazione di un complesso eterotetramerico che attiva la trascrizione SMAD-
dipendente. I fattori di trascrizione SMAD sono formati strutturalmente da una 
regione linker, ricca di serine e treonine che connette due regioni MAD omologhe. 
La fosforilazione differenziale di questi residui amminoacidici contribuisce a varie 
funzioni cellulari, compresi: gli effetti citostatici, la crescita cellulare, l’invasione, la 
sintesi della matrice extracellulare, l’arresto del ciclo cellulare e la migrazione. 
Pertanto, la fosforilazione differenziale di SMAD2 e SMAD3 dall'attivazione del 
recettore TGF-β promuove la loro traslocazione nel nucleo, dove formano un 
complesso con SMAD4, legandosi poi al DNA dove, associate con altri fattori di 
trascrizione favoriscono o inibiscono l'attivazione genica. 
Il ruolo del TGF-β nel cancro è complesso e paradossale, variando dal tipo di cellula 
e dallo stadio della tumorigenesi. Nei primi stadi il TGF-β agisce come un 
soppressore tumorale, inibendo la progressione del ciclo cellulare e promuovendo 
l'apoptosi. Più tardi, il TGF-β accresce l'invasione e le metastasi inducendo la 
transizione epiteliale-mesenchimale (EMT). Nell'induzione del cancro, il TGF-β 
esercita un effetto soppressore tumorale attraverso l'up-regolazione dell'inibitore 
delle chinasi ciclina-dipendenti (CKI) p21 e la down-regolazione di c-Myc. Usando 
un modello murino knock-out condizionale TGF-β RII, Guasch et al. hanno rilevato 
che epiteli altamente proliferati (come quelli rettale e genitale) sviluppano carcinomi 
a cellule squamose spontanei. Hanno anche dimostrato: una progressione del 
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carcinoma accelerata, mutazioni Ras e la riduzione dell'apoptosi, suggerendo che una 
mancanza della via di TGF-β contribuisce alla tumorigenesi. 
Esiste un'importante prova che dimostra che i cambiamenti di segnalazione di TGF-β 
sono coinvolti nei tumori umani. Un aumento di mRNA e della proteina del TGF-β è 
stato osservato nel carcinoma gastrico, nel cancro polmonare non a piccole cellule e 
nei tumori colon-rettale e alla prostata, e la delezione o le mutazioni del recettore 
TGF-β sono state associate con i tumori al colon-retto, alla prostata, al cervello e alla 
vescica, in correlazione con un carcinoma più invasivo e avanzato, con più alto grado 
di invasione e prognosi infausta. Nel microambiente tumorale, fonti comuni di TGF-
β sono rappresentate dalle cellule tumorali e stromali, comprese le cellule 
immunitarie e i fibroblasti. Anche la matrice ossea è un'abbondante fonte di TGF-β e 
un comune sito per metastasi in molti tumori, in correlazione con la promozione 
tumorale e gli effetti invasivi di queste citochine. 
Specifiche terapie che hanno come targeting queste citochine, in pazienti con cancro 
avanzato, hanno mostrato risultati promettenti negli studi clinici e preclinici, usando 
inibitori del TGF-β. Tuttavia, i seri effetti collaterali in seguito alla somministrazione 
degli inibitori di TGF-β indicano il fatto che sono necessari ulteriori studi clinici per 
analizzare terapie localizzate, sicure e dose-efficaci. 
 Interleuchina 10 (IL-10) 
L'interleuchina 10 è nota essere una potente citochina anti-infiammatoria. Quasi tutte 
le cellule immunitarie producono IL-10 comprese le cellule T, le cellule B, i 
monociti, i macrofagi, i mastociti, i granulociti, le cellule dendritiche e i 
cheratinociti. Anche le cellule tumorali possono secernere IL-10, così come i 
macrofagi infiltranti il tumore. Quando l'IL-10 si lega al suo recettore attiva sul 
versante citoplasmatico le tirosin-chinasi Jak1 e Tyk2, che fosforilano un dominio 
intracellulare di IL-10R, permettendo l'interazione di questo con STAT1, STAT3 e 
STAT5, favorendo la traslocazione di STAT nel nucleo e l'induzione dell'espressione 
dei geni target. Diversi studi hanno constatato che l'IL-10 ha effetti sia pro- che anti-
tumorali. L'IL-10 inibisce la segnalazione di NF-kB; pertanto, questo può down-
regolare l'espressione delle citochine pro-infiammatorie e agire come una citochina 
anti-tumorale. Coerentemente con questo risultato, Berg et al. hanno dimostrato che i 
modelli murini carenti di IL-10 sono inclini a cancerogenesi indotta da batteri, 
mentre il trasferimento adottivo dell'espressione di IL-10 in cellule T CD4
+
 CD25
+ 
in 
topi Rag2
-/-
 (linfociti-deficienti) inibisce l'infiammazione e il carcinoma colon-
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rettale. Inoltre, l'IL-10 può esercitare un'attività anti-tumorale nei gliomi, nei 
melanomi, e nei tumori del cervello e quello ovarico, attraverso un meccanismo che 
coinvolge la down-regolazione di MHC-1, inducendo così la lisi delle cellule 
tumorali mediata da NK. Grazie al suo effetto immunosoppressivo sulle cellule 
dendritiche e sui macrofagi, l'IL-10 può attenuare la presentazione dell'antigene, la 
maturazione cellulare e il differenziamento, permettendo alle cellule tumorali di 
eludere i meccanismi dell'immunosorveglianza. Inoltre, come in precedenza descritto 
per l'IL-6, STAT3 può essere attivato anche dall'IL-10, sebbene le risposte 
contradditorie delle citochine siano determinate dal recettore e dall'arco di tempo di 
attivazione di STAT. In particolare, l'IL-6 porta ad un transitorio, rapido, declino 
della fosforilazione e localizzazione nucleare di STAT3, mentre l'IL-10 induce una 
sostenuta fosforilazione di STAT3. Attraverso l'attivazione di STAT3, l'IL-10 può 
avere anche un effetto pro-tumorigenico, mediato da un loop autocrino-paracrino che 
coinvolge l'up-regolazione di Bcl-2 e l'attivazione della resistenza all'apoptosi. Allo 
stesso modo elevati livelli di IL-10 sono associati a prognosi infausta. 
 
2.3 Risposta infiammatoria e malignità 
 Specie reattive dell'ossigeno (ROS) e specie reattive dell'azoto (RNS) indotte 
dall'infiammazione nel processo cancerogenico 
In una risposta infiammatoria, l'attivazione delle cellule epiteliali e immunitarie 
innesca la generazione di ROS e RNS, rispettivamente attraverso l'induzione della 
NADPH ossidasi e della ossido nitrico sintasi (NOS). La NADPH ossidasi è una 
proteina complessa composta da diverse subunità associate alla membrana che 
catalizzano l'anione superossido (O2
-.
), portando alla produzione del perossido 
d'idrogeno (H2O2) mediata dalla superossido dismutasi (SOD-). Dall'altra parte NOS 
genera l'ossido nitrico (NO) dalla L-arginina, il quale può essere convertito in RNS 
come il biossido di azoto (NO2
.
), il perossinitrito (ONOO-), e il triossido di diazoto 
(N2O3). Diverse isoforme di NOS sono prodotte a seconda del tipo cellulare: NOS 
inducibile (iNOS) nei fagociti e costitutivamente nelle cellule endoteliali e neuronali 
(eNOS e nNOS). ROS e RNS hanno un potente ruolo antimicrobico nei fagociti ed 
agiscono anche come secondi messaggeri nella trasduzione del segnale. 
L'attivazione dei fagociti può indurre direttamente le specie reattive dell'ossigeno e 
dell'azoto (collettivamente chiamate RONS), attivando NOX2, NADPH ossidasi, e 
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iNOS. Per di più, TNF-α, IL-6, e TGF-β innescano la generazione delle RONS nelle 
cellule non fagocitiche. L'aumentata espressione della NADPH ossidasi e di NOS e 
dei loro prodotti RONS è stata identificata in diversi tumori, suggerendo che i 
radicali liberi hanno un ruolo nella genesi e progressione maligna. In varie malattie 
infiammatorie croniche, come la gastrite associata a H. pylori e malattie 
infiammatorie dell'intestino (IBD), sono stati osservati livelli elevati di RON, 
suggerendo un ruolo nel rischio di insorgenza del cancro. 
Sono stati proposti diversi meccanismi per chiarire la partecipazione dei RONS nello 
sviluppo del cancro. I RONS inducono lo stress ossidativo cellulare e un danno a 
lipidi, proteine, e DNA, così come la produzione di 8-oxo-7, 8-diidro-2'-
deossiguanosina (8-oxodG), attualmente utilizzato come marcatore del danno al 
DNA. Inoltre, 8-oxodG può appaiarsi con l'adenina, portando alla transversione da 
G:C a T:A (transversione da G a T). Allo stesso modo, ONOO- può modificare la 
deossiguanosina a 8-nitrodeossiguanosina, che può spontaneamente generare un sito 
apurinico, favorendo la transversione da G a T. L'identificazione di questi marcatori 
di danno al DNA nei processi infiammatori cronici, come gastriti associate a H. 
pylori, epatiti, e coliti ulcerose, sottolinea la rilevanza delle RONS nelle patologie 
con un aumentato rischio di cancro.  
In alcuni studi è stato trovato un aumento di iNOS, 3-nitrotirosina, e 8-oxodG nei 
fegati di pazienti con colangite sclerosante primaria. Inoltre, RNS interferisce con la 
riparazione al DNA, come è dimostrato nelle cellule sopraesprimenti iNOS che sono 
incapaci di riparare l'8-oxodG modificato. Le RONS sono generate dallo stress 
cellulare e dalla modificazione delle macromolecole, nonostante siano coinvolte 
anche nella regolazione delle vie di segnalazione, come la sopravvivenza e la 
proliferazione cellulare attraverso Akt, Erk1/2, e l'attivazione del fattore 1 ipossia-
inducibile (HIF-1). 
C'è una forte evidenza che lega la cancerogenesi alla risposta infiammatoria e alle 
RONS. Le strategie terapeutiche per la prevenzione al cancro che usano radicali 
liberi e inibitori di segnalazioni pro-infiammatorie, sono state valutate in modelli 
animali. 
 Crescita tumorale associata all'infiammazione 
Come più volte sottolineato, l'infiammazione è importante nella generazione della 
malignità attraverso l'esposizione di citochine pro-infiammatorie e l'attivazione 
sostenuta delle vie di segnalazione come NF-kB e STAT3. Dopo la trasformazione 
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cellulare allo stato maligno, queste citochine sono coinvolte anche nella crescita 
tumorale stimolando la proliferazione delle cellule neoplastiche ed eludendo 
l'immunosorveglianza.  
Diverse citochine hanno attività di fattore di crescita; una citochina rilevante è TNF-
α. In uno studio si è notato che il silenziamento di TNF-α in una linea cellulare della 
cistifellea diminuisce la proliferazione cellulare e l'invasione da un effetto autocrino, 
influenzando in queste cellule le vie di segnalazione di TNF-α/NF-kB/AKT/Bcl-2. 
Questo è coerente con i dati precedentemente osservati da un gruppo di ricercatori 
che ha rivelato che la segnalazione di NF-kB è richiesta per promuovere la 
proliferazione cellulare tumorale in risposta ad uno stimolo infiammatorio e, 
inibendo questo fattore di trascrizione, scatta un segnale anti-tumorale guidato da 
TNF-α/TRAIL. Tuttavia, in un modello murino di cancro ovarico, TNF-α può anche 
stimolare la secrezione di altre citochine come IL-17 da cellule T CD4
+
 e 
promuovere indirettamente la crescita tumorale.  
Il ruolo pro-tumorigenico di IL-17 è stato anche implicato in altri tipi di cancro. I 
topi con tumori cutanei cancerogeni-indotti, quelli carenti del recettore per l'IL-17, 
hanno mostrato una più bassa incidenza tumorale e ridotte dimensioni del tumore. 
Nel cancro sono state riportate altre molecole che possono influenzare la crescita 
tumorale attraverso la regolazione della via di segnalazione IL-6/STAT3. Mediatori 
infiammatori come Hmgbl, IL-23 e IL-17 possono promuovere la crescita tumorale 
attivando la via IL-6/STAT3 in un modello murino di melanoma. Nel 
colangiocarcinoma, un'elevata espressione dell'oncoproteina, gankirina, favorisce la 
proliferazione tumorale, l'invasione e le metastasi attraverso l'attivazione della via di 
segnalazione IL-6/STAT3. 
Infine, la citochina anti-infiammatoria IL-10 potrebbe anche contribuire alla crescita 
tumorale. In un modello murino di melanoma, i tumori che sovraesprimono IL-10 
presentano una più alta crescita mediata da un incremento nella proliferazione 
cellulare tumorale, nell'angiogenesi e nell'evasione immunitaria. 
 Transizione epiteliale-mesenchimale (EMT) associata all'infiammazione 
La transizione epiteliale-mesenchimale (EMT) è un processo in cui, in seguito ad uno 
stimolo cronico, le cellule epiteliali con polarità basale-apicale perdono il loro 
fenotipo e acquisiscono le caratteristiche delle cellule mesenchimali non polarizzate 
e in grado di migrare (Yang e Weinberg, 2008). 
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L’EMT è un punto chiave dello sviluppo embrionale e, recentemente, è stato 
appurato che tale processo è la base dello sviluppo e dell'evoluzione dei tumori in 
generale. 
 
Figura 2: Transazione epiteliale – mesenchimale. 
 
Come si può vedere dalla Figura 2, in condizioni di normalità, le cellule epiteliali 
sono saldamente legate le une alle altre e alla membrana basale tramite giunzioni 
aderenti e giunzioni occludenti (tight junctions). 
Le prime sono presenti a livello basolaterale e sono caratterizzate dalla presenza di 
proteine transmembranarie, appartenenti alla famiglia delle caderine. Le tight 
junctions, localizzate a livello basale, riconoscono una struttura analoga ma sono 
costituite da proteine transmembranarie specifiche (occludine e claudine) e legate a 
proteine del citoscheletro. Le molecole che compongono le giunzioni cellulari non 
svolgono esclusivamente una funzione di adesione meccanica, ma sono anche 
responsabili del mantenimento dell’integrità strutturale e della polarità cellulare.  
A seguito dell’alterazione a carico delle giunzioni cellulari, le cellule perdono di 
coesione sia tra loro, sia rispetto alla membrana basale, perdendo la polarità 
funzionale delle diverse superfici cellulari e acquisendo mobilità. 
Il processo EMT permette, infatti, ad una cellula epiteliale di una matrice 
extracellulare ECM (cellule altamente polarizzate e connesse le une alle altre da 
giunzioni cellulari) di distaccarsi dal sito del tumore primario acquistando la capacità 
di migrare convertendosi in cellule di fenotipo mesenchimale, caratterizzate da 
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legami deboli e da strutture irregolari. Durante la EMT, le cellule epiteliali perdono 
le giunzioni intercellulari, con conseguente distacco dalle altre cellule circostanti e 
acquisiscono caratteristiche mesenchimali necessarie per migrare lontano dal sito del 
tumore primario (Thiery et al., 2009).  
Sono stati identificati dei marcatori molecolari per valutare se una cellula epiteliale è 
andata o meno incontro al processo EMT. Il principale marcatore è la perdita della E-
caderina, evento associato alla distruzione delle giunzioni cellula-cellula.  
L’E-caderina (caderina epiteliale) è necessaria per la formazione di giunzioni 
aderenti forti e stabili e quindi per il mantenimento del fenotipo epiteliale e della 
normale architettura tessutale dell’adulto. Una riduzione d’espressione dell’E-
caderina, com’è stato evidenziato in varie neoplasie, svolge un ruolo cruciale nella 
perdita della differenziazione cellulare e nella disseminazione (Hirohashi, 1998); si 
può dire che l’E-caderina appare come la custode del fenotipo epiteliale. La N-
caderina (caderina neurale) normalmente si trova espressa solo nelle cellule del 
sistema nervoso, ma viene prodotta in alcune cellule di carcinoma che hanno perso 
l’espressione dell’E-caderina e, in questo contesto cellulare, è associata ad un 
aumentato potenziale invasivo (Nieman et al., 1999). 
Un mediatore infiammatorio rilevante in EMT è il TGF-β e ampie prove supportano 
il concetto che l'EMT può essere indotta dalle citochine pro-infiammatorie. Il TNF-α 
e l'IL-6 possono esortare la via di segnalazione del TGF-β attraverso la progressione 
dell'EMT. Entrambe le citochine promuovono l'attivazione del NF-kB, il quale regola 
l'espressione dei fattori di trascrizione coinvolti nell'EMT, coordinando gli effetti di 
Snail1, Snail2, Twist, ZEB1 e ZEB2. Inoltre, l'IL-6 induce l'invasività cellulare 
nell'EMT, attraverso l'aumentata espressione del vimentin (è il componente 
principale del citoscheletro delle cellule mesenchimali) e l'espressione down-regolata 
dell'E-caderina, entrambe mediate dalla via di segnalazione JAK/STAT3/Snail, come 
mostrato nel cancro della testa e del collo. Infine, la produzione dei ROS può 
promuovere EMT; quindi, esponendo le cellule epiteliali del rene ai ROS si induce 
l'espressione del TGF-β, la via di segnalazione SMAD, e l'EMT, mentre gli 
antiossidanti inibiscono questi processi. 
 Angiogenesi associata all'infiammazione 
L'angiogenesi (dal greco angio, vaso, e genesi, formazione) comprende i processi che 
portano alla generazione di nuovi vasi sanguigni da una rete vascolare già esistente. 
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Questo processo angiogenico è importante nello sviluppo tumorale perché i nuovi 
vasi sanguigni penetrano e forniscono nutrienti e ossigeno alle cellule tumorali. Sono 
stati identificati diversi fattori angiogenici secreti dalle cellule tumorali, in particolare 
il fattore di crescita dell'endotelio vascolare (VEGF) che viene espresso in risposta 
alle citochine e ai fattori di crescita. Inoltre, la caratterizzazione dei macrofagi 
associati al tumore (TAM) ottenuti dai linfonodi metastatici (MLN) in un modello 
animale di melanoma, ha mostrato che i MLN sono costituiti principalmente da 
macrofagi infiltranti TIE2
+
/CD31
+
. Questa sottopopolazione sovraesprime in maniera 
significativa VEGF ed è direttamente legata all'angiogenesi. Da alcuni studi è emerso 
che TNF-α potrebbe avere un ruolo a doppio taglio nell'angiogenesi, a seconda della 
dose usata. Alte dosi di TNF-α inibiscono l'angiogenesi nei topi impiantati per via 
sottocutanea con un sistema di angiogenesi a disco, una strategia sperimentale 
utilizzata per indurre nuovi vasi sanguigni, mentre basse dosi promuovono la 
vascolarizzazione dell'area. L'effetto anti-angiogenico del TNF-α è legato alla down-
regolazione di ανβ3 (molecola di adesione) e della via di segnalazione 
dell'angiotensina, mentre le risposte pro-angiogeniche sono state associate con 
l'aumentata espressione di VEGF, VEGFR, IL-8, e FGF.  
Pertanto, bassi livelli del TNF-α aumentano la crescita tumorale, inducono 
l'angiogenesi di diversi tumori nei topi, e inducono una sotto-popolazione di cellule 
mieloidi associate al tumore coesprimenti marcatori endoteliali e mieloidi con 
proprietà pro-angiogeniche/pro-vascolari. La fonte tumorale del TNF-α può essere 
derivata dalle cellule mieloidi o tumorali e tramite un'attivazione autocrina può 
stimolare la crescita tumorale e l'angiogenesi. Analogamente, i tumori derivati dalle 
cellule con TNF-α silenziato hanno un fenotipo ben circoscritto, con bassa 
vascolarizzazione e minore invasività. Un altro importante fattore angiogenico è l'IL-
6, la quale induce l'espressione di VEGF in una maniera dose-dipendente nelle linee 
cellulari di cancro gastrico. Allo stesso modo, l'IL-6 promuove l'angiogenesi 
attraverso l'attivazione della via di STAT3 nel cancro cervicale. Insieme, la 
secrezione dell'IL-6 e la seguente fosforilazione di STAT3 sono coinvolte nell'up-
regolazione dei mediatori angiogenici, come VEGF, HIF1α, il co-recettore VEGFR2 
e la neuropilina 2 (NRP2). In modelli di xenotrapianto di tumore ovarico, una ridotta 
neo-vascolarizzazione tumorale, una ridotta infiltrazione dei macrofagi associati al 
tumore (TAM) e una riduzione nella produzione delle citochine, si sono state 
verificate dopo una prova con siltuximab, un anticorpo ad alta affinità che agisce 
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sull'IL-6. Un effetto pro-angiogenico è stato attribuito anche al TGF-β. Alti livelli del 
TGF-β sono correlati con l'angiogenesi nel tumore della prostata. In più, i livelli del 
TGF-β correlano con l'espressione di VEGF nel tumore gastrico.  
 Metastasi associate all'infiammazione 
Le metastasi (dal greco meta = al di là, e stasis = stato, posizione, quindi 
trasposizione, cambiamento di sede di una materia morbosa) sono cellule maligne 
che si staccano dal tumore primario e si diffondono in altri organi dove possono 
riprodursi e generare nuovi tumori. Le metastasi, nella maggior parte dei casi, sono 
tipiche delle fasi più avanzate della progressione del tumore che inizialmente è 
localizzato, cioè limitato all'organo dove si è formato, e solo in seguito cresce e 
colonizza altri distretti dell'organismo (Figura 3). 
La composizione cellulare delle neoplasie maligne è eterogenea e soltanto alcune 
cellule tumorali sono in grado di formare metastasi. La comparsa di focolai 
metastatici è quindi il risultato di un drastico processo di selezione che interviene 
nelle varie tappe del processo di disseminazione neoplastica:  
 invasività locale; 
 passaggio nel circolo ematico o linfatico; 
 arresto nel distretto capillare; 
 permeazione degli endoteli; 
 colonizzazione di tessuti eterotipici. 
 
Figura 3: Processo metastatico. 
21 
 
La cascata metastatica è modulata dall'azione di diverse citochine rilasciate dalle 
cellule circostanti come i macrofagi associati al tumore (TAMs), i linfociti infiltranti 
il tumore (TIL), e i fibroblasti associati al cancro (CAFs), promuovendo l'evasione 
delle cellule tumorali e la disseminazione; l'influenza del TNF-α è stata studiata in 
vari modelli animali sperimentali. La somministrazione di questa citochina porta ad 
un significativo aumento del numero di metastasi polmonari. In alcuni studi è stato 
proposto che le cellule tumorali attivano le cellule mieloidi per generare un 
microambiente favorevole per le metastasi. Nelle cellule del carcinoma polmonare di 
Lewis (LLC) alti livelli dell'IL-6 e del TNF-α sono stati indotti nei macrofagi derivati 
dal midollo osseo. Topi TNF-α -/- e non IL-6-/- iniettati con cellule LLC mostrano 
un'aumentata sopravvivenza e una riduzione della molteplicità del tumore 
polmonare, suggerendo un ruolo chiave del TNF-α nelle metastasi nell'LLC. In 
accordo con questi dati, gli studi mostrano che l'uso di anticorpi anti-TNF-α aiutano 
nella riduzione delle metastasi. L'IL-6, a sua volta, è up-regolata in diversi tumori ed 
è implicata nella capacità da parte delle cellule tumorali di creare metastasi alle ossa. 
Al contrario, l'IL-10 mostra una funzione anti-tumorale. La restituzione dell'IL-10 
nella linea cellulare umana di melanoma A375P, che non produce IL-10 endogena, 
usando un vettore contenente il cDNA murino dell'IL-10, ha fatto regredire la 
crescita tumorale e le metastasi polmonari. Questo risultato afferma che la 
produzione dell'IL-10 da parte delle cellule tumorali inibisce le metastasi. C'è anche 
una forte relazione tra l'EMT e le metastasi, suggerendo che, nei primi stadi della 
cascata metastatica, l'EMT consente la migrazione e l'invasione delle cellule 
tumorali. Per questa ragione, i mediatori infiammatori coinvolti nell'EMT, in 
particolare il TGF-β, potrebbero giocare un ruolo importante nella promozione delle 
metastasi (Landskron et al., 2014). 
 
2.4 Targeting delle citochine tumore-specifiche 
 Terapia microambientale 
Le cellule tumorali sono incorporate nello stroma che è composto da vasi sanguigni, 
dalle cellule immunitarie e dal tessuto connettivo compresi i fibroblasti e la matrice 
extracellulare (ECM). Lo stroma è coinvolto in maniera cruciale nella crescita del 
tumore, nell’invasione e nelle metastasi. Il microambiente del tumore (Figura 4) 
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ostacola anche la distribuzione del farmaco e quindi riduce l’efficacia delle 
convenzionali terapie antitumorali come la chemioterapia e la radioterapia; 
meccanismi simili contribuiscono alla generale insufficienza della funzione delle 
cellule T citotossiche e all’immunità antitumorale. I tumori creano i loro 
microambienti, che sono diversi e dipendono dal tipo e dallo stadio del tumore; 
tuttavia, i tumori condividono anche caratteristiche stromali e disegni di 
segnalazione. In particolare, le intricate relazioni tra i fattori infiammatori, i 
macrofagi, e i vasi sanguigni esiste in molti tumori solidi, che modulano la crescita, 
la risposta terapeutica e infine la ricaduta. La distruzione di queste relazioni e il 
rimodellamento dello stroma apre i tumori a farmaci citotossici o alla distruzione 
immunitaria e quindi crea nuove ed allettanti opportunità per la terapia antitumorale. 
Cosi sono stati scoperti nuovi marcatori stromali e nuove relazioni funzionali, che 
possono essere protagonisti di potenziali strategie terapeutiche come la liberazione di 
farmaci/tossine nel microambiente tumorale attraverso peptidi o antibiotici. In vivo 
gli screening delle librerie di phage display hanno identificato target unici per 
molecole specifiche per lo stroma, con conseguente sviluppo di somministrazioni 
mirate di composti di fusione diagnostici o bioattivi. Questi composti potrebbero 
avere efficacia da soli ma, nel giusto contesto, possono anche aumentare l’efficacia 
dei farmaci antitumorali e accrescere l’immunità antitumorale. 
 
Figura 4: Il microambiente tumorale.  
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 Targeting vascolare del tumore 
La maggior parte dei peptidi o antibiotici con alta affinità stromale identificati 
attraverso metodi di perfusione in vivo si legano alla vascolarizzazione angiogenica 
nei tumori solidi. Questo non è sorprendente perché i vasi sanguigni tumorali sono 
morfologicamente e funzionalmente diversi dai normali vasi sanguigni. Questi 
peptidi, che genericamente si trovano nei vasi angiogenici, hanno i motivi RGD ( 
Arg-Gly-Asp ) o NGR ( Asn-Gly-Arg ), che si legano a specifiche integrine e 
metalloproteasi. I più importanti frammenti di anticorpi con targeting i vasi, sono 
diretti contro specifiche varianti di giunture delle fibronectine e tenascina C, 
entrambe fanno parte della matrice extracellulare circostante alla 
neovascolarizzazione tumore. Quindi, questi reagenti per il targeting riconoscono 
comunemente molecole attivamente coinvolte nelle interazioni cellula-
cellula/cellula-matrice e nel rimodellamento della vascolarizzazione angiogenica, e 
sono frequentemente overespresse nella vascolarizzazione tumorale. Soprattutto, il 
valore di questi peptidi/anticorpi risiede nel loro potenziale per fornire carichi 
terapeutici nei precisi compartimenti stromali del tumore. 
 Targeting terapeutico tumorale 
Composti di fusione con peptidi o anticorpi, quando usati come molecole carrier 
forniscono un’unica opportunità per migliorare la terapia antitumorale mentre 
riducono i dannosi effetti collaterali. Un impressionante spettro di composti di 
fusione per la consegna di agenti tossici, radionuclidi, fattori procoagulanti e 
citochine, sono stati testati in modelli tumorali preclinici, e alcuni studi clinici sono 
in corso. Per esempio, l’applicazione del motivo NGR fuso con fattori pro-apoptotici 
induce l’apoptosi delle cellule endoteliali tumorali. I farmaci chemioterapici sono 
stati anche direttamente coniugati con molecole targeting in varie terapie combinate. 
Infatti, ad oggi, le opere di targeting sono state dirette per migliorare la liberazione 
dei farmaci citotossici nei tumori e aumentare la penetrazione del farmaco nel 
parenchima per amplificare la citotossicità antitumorale. Alcuni fattori infiammatori 
come le citochine rappresentano composti interessanti per la consegna specifica ad 
alte dosi nei tumori. Gli effetti antitumorali delle citochine sono stati ben 
documentati nel corso degli ultimi decenni; tuttavia, le loro applicazioni cliniche 
sono state limitate al trattamento locale a causa dell’alta tossicità. Il targeting preciso 
dei vasi tumorali è pertanto una strategia promettente ed è stata impiegata per vari 
composti chimerici peptide/anticorpo-citochina, che comprendono l'interleuchina 2 
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(IL-2), l'interferone γ (IFNγ) e il TNFα. Molte citochine non sono citotossiche per le 
cellule cancerose, ma esercitano effetti diretti antivascolari ad alte dosi e modulano 
anche il sistema immunitario dell’ospite. Quindi, il rigetto del tumore nei modelli 
preclinici richiede una competenza immunitaria, spesso porta ad infiltrazioni 
tumorali da parte delle cellule immunitarie adattative e innate, e può anche indurre 
memoria immunologica. Un aspetto interessante è che l’efficacia della terapia con 
citochine target può essere migliorata quando combinata con la chemioterapia 
convenzionale eventualmente promuovendo l’accumulo intratumorale di farmaci 
citotossici e/o la presentazione dell’antigene tumorale. Composti selezionati sono 
attualmente in corso di valutazione in studi clinici con incoraggianti risultati 
specialmente in combinazione con la chemioterapia. Nella perfusione locale il TNFα, 
una delle citochine meglio studiate, è stata anche coniugata con leganti quali NGR, 
RGD, e L19, e utilizzata con successo come agente targeting diretto al ligando 
vascolare. Gli effetti antitumorali di TNFα, che ha come bersaglio i vasi sanguigni, 
sono attribuiti all’aumentata apertura dei vasi tumorali e al maggiore assorbimento 
del farmaco. Sebbene questi meccanismi siano difficili da dimostrare in clinica, 
NRG-TNFα a basse dosi è il solo composto peptidico attualmente con capacità di 
targeting verso i vasi, che mostra effetti promettenti nei primi studi clinici quando 
combinato con la chemioterapia. In particolare, approcci più selettivi di targeting 
vascolare inducono la morte del vaso. La distruzione del sistema vascolare tumorale 
per limitare l’afflusso di sangue è stata apprezzata clinicamente portando 
all’approvazione di diversi farmaci che bloccano le vie di segnalazione del fattore di 
crescita dell'endotelio vascolare (VEGF). Usato in combinazione con la 
chemioterapia, sono stati osservati benefici di stabilizzazione della malattia e la 
sopravvivenza globale per alcuni tipi di tumore. Tuttavia, sebbene la distruzione dei 
vasi tumorali è un logico approccio antitumorale, l’ottimismo di tre decenni è stato 
ridimensionato dagli effimeri effetti antitumorali e dalle risposte deludenti a lungo 
termine. In teoria, il valore principale delle terapie antivascolari avverrà solo 
migliorando ulteriormente le strategie di targeting dei vasi sanguigni e le modalità di 
trattamento, in combinazione sinergica con la chemioterapia e l’immunoterapia. 
Molto interessante è la valutazione circa il ripristino della funzione dei vasi tumorali, 
chiamata normalizzazione, che può essere un approccio alternativo alla distruzione, 
per aumentare gli effetti antitumorali delle strategie di targeting dei vasi. 
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 Targeting tumorale di citochine immunomodulatorie 
Studi precedenti utilizzando NGR-TNFα in combinazione con farmaci citotossici per 
la terapia antitumorale si sono basati sul presupposto che le citochine come TNFα 
danneggiano la vascolarizzazione tumorale, incrementano l’apertura dei vasi e quindi 
la penetrazione del farmaco. Tuttavia, questo è difficile da conciliare con le dosi 
terapeuticamente efficaci, estremamente basse, di NGR-TNFα. Inoltre, l’aumentata 
apertura dei vasi per le molecole del plasma non significa necessariamente aumentare 
la perfusione del farmaco in profondità dei tumori solidi. Invece, l'apertura dei vasi 
tumorali crea un ambiente ipossico con un aumento della pressione del fluido 
interstiziale (IFP). Un’alta IFP a sua volta agisce come una barriera per la 
somministrazione del farmaco e può anche impedire l'infiltrazione di cellule effettrici 
immunitarie. Questo ha sollevato la questione: quali altri cambiamenti vascolari 
possono rendere i tumori permissivi al farmaco o all'assorbimento delle cellule 
immunitarie? Le citochine compreso il TNFα attivano i vasi che svolgono un ruolo 
cruciale per il traffico dei leucociti nei siti di infiammazione e plausibilmente nei letti 
vascolari tumorali. Il TNFα si è dimostrato capace anche di ridurre la IFP, e 
l’iniezione sistemica a basso dosaggio facilita l'assorbimento di liposomi circolanti 
indicativi di un miglioramento del flusso sanguigno, della perfusione tumorale e 
della funzione del vaso sanguigno. Infatti, studi recenti hanno rivisitato gli effetti 
delle citochine a livello intratumorale e hanno fornito nuove intuizioni su come le 
citochine che mirano il tumore possono essere sfruttate per attivare e/o rimodellare i 
vasi sanguigni tumorali per una migliore terapia. 
 Attivazione vascolare e l'immunità antitumorale 
Nonostante la presenza delle citochine infiammatorie nei tumori solidi, la migrazione 
attraverso le barriere endoteliali e il reclutamento tumorale delle cellule T effettrici 
sembrano essere passaggi limitanti per la lisi delle cellule tumorali. Tuttavia, un filo 
conduttore comune delle terapie immunitarie di successo è l'attivazione dei vasi 
sanguigni tumorali. Inoltre, l'induzione sperimentale delle molecole di adesione 
vascolare come le E/P-selettine, le molecole di adesione cellulare vascolare 
(VCAM), e le molecole di adesione intercellulare (ICAM) nei letti vascolari tumorali 
migliora la trasmigrazione delle cellule T e il rigetto tumorale.  Per esempio, nel 
cancro ovarico, l'espressione del recettore per l'endotelina B (ETBR) sui vasi 
tumorali è inversamente correlata con l'infiltrazione tumorale dei linfociti e la 
26 
 
sopravvivenza del paziente. L'inibizione di ETBR aumenta l'espressione delle 
molecole ICAM-1 sull'endotelio e in concomitanza l'influsso delle cellule T. 
 Normalizzazione vascolare e immunità antitumorale 
Come in precedenza accennato la distruzione vascolare senza la completa 
eradicazione delle cellule tumorali nel migliore dei casi ritarda la crescita tumorale 
ma può anche indurre resistenza, ricaduta e maggiore invasività come testimoniato 
con i farmaci anti-angiogenesi. Nuovi approcci alternativi invece sfruttano la natura 
dinamica dello stroma tumorale per riprogrammare piuttosto che distruggere i vasi 
sanguigni; la stabilizzazione dei vasi e la ridotta permeabilità vascolare, fenomeno 
descritto come normalizzazione del vaso, possono fornire effetti antitumorali più 
duraturi, in particolare, se il rimodellamento stromale è combinato con strategie per 
eliminare le cellule tumorali come terapie citotossiche, radiazioni, molecole target 
molecolari e immunoterapia. Nuovi sviluppi dimostrano che la cascata di 
segnalazione immunitaria può essere attivata per amplificare l’attività antitumorale 
attraverso la rieducazione delle cellule tumorali residenti e il reclutamento delle 
cellule immunitarie nei tumori che promuovono il rigetto. La prova che i vasi si 
rimodellano, anche in assenza di un’infiammazione vascolare, migliora notevolmente 
l'esito dell'immunoterapia e deriva dall'eliminazione genetica del regolatore della 
segnalazione della proteina G (RGS) 5. Questo gene è altamente up-regolato nei vasi 
angiogenici; la perdita di RGS5 causa la maturazione dei periciti, la normalizzazione 
vascolare, e, soprattutto, l’afflusso di cellule T effettrici attivate in quantità 
sufficiente per il rigetto del tumore in un modello murino di tumore pancreatico 
endocrino.  
 Amplificazione immunitaria nell'ambiente tumorale 
Recenti prove dimostrano un intricato network di segnali paracrini (si definisce 
paracrino il messaggero chimico prodotto da una cellula che è lasciato diffondere al 
fine di modificare la fisiologia delle cellule che la circondano) tra i vasi e le altre 
cellule stromali, più in particolare i macrofagi, che indirettamente modellano il 
fenotipo vascolare e l’ambiente immunitario tumorale. I macrofagi associati al 
tumore (TAMs) mostrano un alto grado di plasticità e sono stati coinvolti nel 
rimodellamento vascolare. I TAMs normalmente mostrano un fenotipo M2 e, senza 
un intervento, favoriscono l’angiogenesi, la crescita tumorale e l’evasione 
immunitaria. Tuttavia, i TAMs possono essere “rieducati” a invertire il programma di 
promozione del tumore. Per esempio, la delezione genetica di VEGF precisamente 
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nelle cellule mieloidi porta ad una normalizzazione vascolare in un modello murino 
di tumore al cervello, che a sua volta aumenta la suscettibilità alla chemioterapia. I 
TAMs svolgono un ruolo cruciale anche nell’efficacia terapeutica del targeting a 
basse dosi di TNFα. Oltre al rimodellamento dei vasi, NGR- TNFα intratumorale 
provoca un'attivazione stromale profonda che comprende anche i TAMs. Questi 
ultimi cambiano il loro profilo di espressione dopo il trattamento con TNFα e sono 
polarizzati a secernere fattori antiinfiammatori M1 simili, per esempio, MCP1 
(monocyte chemoattractant protein 1), iNOS (inducible nitric oxide synthase) e 
Angiopoietina2. Questo a sua volta ha un doppio effetto sull’ambiente tumorale: 
primo, M1 agisce come un forte adiuvante alla funzione della cellula effettrice T 
CD8 e, secondo, Ang2 in coniugazione con TNFα up-regola l’espressione delle 
molecole di adesione endoteliale come VCAM, che a loro volta facilitano la 
trasmigrazione dei leucociti (Figura 5). Questa amplificazione immunitaria a cascata 
che innesca cambiamenti profondi nel microambiente tumorale spiega alcuni degli 
effetti notevoli delle basse dosi di TNFα intratumorale. Inoltre fornisce la 
dimostrazione che sebbene il targeting vascolare ha evidenti limitazioni, come 
l’assorbimento aspecifico, il legame eterogeneo ai vasi tumorali e l'insufficiente 
consegna del carico terapeutico, il targeting delle citochine è un approccio attuabile e 
promettente per ulteriori esplorazioni (Johansson et al., 2014). 
Figura 5: Amplificazione immunitaria intratumorale. 
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3 
Le due facce dell'IL-6 nel 
microambiente tumorale 
 
Il sistema immunitario ha un forte potenziale per mediare l'attività anti-tumorale ed è 
stato manipolato con lo scopo di trattare il cancro per più di cento anni. Paul Erlich, 
uno dei fondatori della disciplina scientifica di immunologia, devotamente 
supponeva che il sistema immunitario potesse essere usato come un “proiettile 
magico” per distruggere i bersagli tumorali e iniziò a testare queste ipotesi nei 
modelli murini di cancro nei primi anni del 1900. A causa della sua intrinseca 
specificità di bersaglio, l'adattabilità e il potenziale per una protezione duratura, la 
risposta immunitaria rimane un interessante bersaglio per trattare il cancro. Spesso 
descritti come ferite che non guariscono, i tumori portano molte somiglianze 
patologiche con il tessuto infiammato. Il cancro è una malattia caratterizzata da una 
crescita smisurata dove i normali meccanismi che regolano l'espansione e la 
divisione cellulare sono stati dominati. La cancerogenesi è generalmente 
responsabile della rottura di due percorsi distinti; rimozione dei punti di controllo che 
limitano la divisione cellulare, e attivazione di segnali che spingono verso una rapida 
crescita. Specifici sottoinsiemi di cellule immunitarie sono stati individuati come 
fattori chiave della progressione neoplastica, come i macrofagi associati al tumore 
(TAM), i neutrofili, le cellule soppressorie di derivazione mieloide (MDSC), e i 
linfociti T regolatori CD4+ (Treg). Molte di queste cellule immunitarie agisce 
attraverso la secrezione di citochine compresi il fattore di necrosi tumorale (TNF), il 
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fattore di crescita trasformante beta (TGF-β), l'interleuchina-1 (IL-1) e 
l'interleuchina-6 (IL-6). Inoltre, in alcuni tumori (come ad esempio quello del colon, 
delle cellule renali, del polmone e del seno) la secrezione di queste stesse citochine 
da parte delle cellule tumorali aiuta a guidare e sostenere i cicli infiammatori pro-
tumorali. Tra queste citochine pro-infiammatorie, recenti dimostrazioni hanno 
suggerito che l'IL-6 ha un ruolo centrale nel collegamento dell'infiammazione 
cronica al tumore guidando l'iniziazione tumorale, la conseguente crescita e le 
metastasi. Focalizzeremo l'attenzione sulle due facce opposte dell'IL-6 nel 
microambiente tumorale, ossia l'IL-6 come conduttore cruciale nella formazione 
tumorale così come i contributi di questa citochina pleiotropica all'immunità anti-
tumorale, mobilitando le risposte delle cellule T (Figura 6). 
 
 
Figura 6: Le due facce della trans-segnalazione dell'IL-6 nel microambiente tumorale. 
 
3.1 Illustrazione della complicata via di segnalazione dell'IL-6 
La segnalazione dell'IL-6 gioca un complesso ruolo nell'infiammazione. Sebbene 
l'IL-6 sia stata descritta come anti-infiammatoria in alcuni ambienti, gioca anche 
ruoli essenziali nel promuovere l'infiammazione e l'immunità. Originariamente 
identificata come un fattore di crescita delle cellule B, l'IL-6 ha dimostrato di fornire 
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segnali importanti di sopravvivenza e proliferazione a molte popolazioni di leucociti 
e di coordinare lo sviluppo della risposta immunitaria. Gli innumerevoli effetti 
biologici dell'IL-6 vengono compiuti attraverso una cascata di segnalazione 
strettamente regolata. La segnalazione classica dell'IL-6 inizia con il legame dell'IL-
6 alla subunità α del recettore di membrana dell'IL-6 (IL-6R α). Il complesso IL-6/ 
IL-6Rα può poi legarsi in cis alla subunità della glicoproteina 130 (gp130) che 
trasduce il segnale. Una spiegazione alla stretta regolazione del segnale dell'IL-6 è 
che mentre la gp130 è espressa ubiquitariamente su molti tipi di cellule, l'espressione 
della subunità IL-6Rα è riservata principalmente agli epatociti, monociti, neutrofili e 
ai linfociti T e B, limitando così efficacemente i tipi di cellule che posso rispondere 
all'IL-6. Tuttavia, un ulteriore modo di attivazione disponibile per l'IL-6, oltre alla 
segnalazione classica, coinvolge un meccanismo di trans-segnalazione che dipende 
da una forma solubile dell'IL-6Rα (sIL-6Rα) rilasciata dalle cellule, comunemente 
tramite scissione proteolitica, ma potenzialmente anche attraverso lo splicing 
alternativo del trascritto dell'IL-6Rα. SIL-6Rα lega l'IL-6 direttamente in soluzione, 
permettendo la formazione del complesso IL-6/sIL-6Rα il quale a sua volta si lega in 
trans per attivare la glicoproteina 130 ancorata alla membrana, in tutto il corpo 
(Figura 7). 
 
Figura 7: Segnalazione classica e trans-segnalazione dell'IL-6. 
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La trans-segnalazione, quindi espande il pool di cellule in grado di rispondere all'IL-
6 a tutte le cellule che esprimono la gp130, incuranti dell'espressione intrinseca del 
recettore IL-6Rα associato alla membrana. Sono stati sviluppati potenti strumenti 
sperimentali in modo da distinguere definitivamente le funzioni dell'IL-6 che si 
verificano a seguito della trans-segnalazione contro la segnalazione classica. A 
questo proposito, le risposte cellulari sono state esaminate usando una proteina di 
fusione ricombinante chiamata hyper-IL-6 (H-IL-6) in cui l'IL-6 è covalentemente 
legata a sIL-6Rα, avviando quindi direttamente le risposte alla trans-segnalazione. 
D'altronde, gp130 solubile (sgp130) si contrappone specificatamente alla trans-
segnalazione dell'IL-6 senza impedire la segnalazione classica (Figura 8). 
 
 
Figura 8: La forma solubile della gp130 blocca la trans-segnalazione dell'IL-6. 
 
Il legame dell'IL-6 ai suoi recettori durante sia la segnalazione classica che la trans-
segnalazione converge su vie comuni che coinvolgono diversi mediatori di 
segnalazione intracellulare. Il legame del complesso IL-6/IL-6Rα alla gp130 induce 
l'auto- e la trans-fosforilazione e l'attivazione delle chinasi Janus (JAK) JAK1, JAK2 
e Tyk2. I residui tirosinici JAK-fosforilati all'interno del dominio intracellulare della 
gp130 fungono da siti di attracco per le molecole di segnalazione a valle comprese 
STAT1, STAT3, SHP2 e la chinasi P13. Queste molecole agiscono come fattori di 
trascrizione o regolatori enzimatici delle cascate di segnalazione a valle che 
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controllano i programmi trascrizionali guidando le risposte infiammatorie IL-6 
dipendenti, che contribuiscono alle attività multiformi dell'IL-6 nel controllo delle 
progressione tumorale (Fisher et al., 2014). 
 
3.2 La faccia scura dell'IL-6 nel microambiente tumorale 
Quelle che andremo ad analizzare adesso sono le varie attività pro-tumorigeniche 
della citochina protagonista di questo capito, l'interleuchina 6 (IL-6) (Figura 9). 
 
 
Figura 9: Attività pro-tumorigeniche dell'IL-6 nel microambiente tumorale. 
 
Particolarmente interessanti sono gli studi che rivelano che un alta concentrazione di 
IL-6 nel siero è un indicatore prognostico di scarso successo nei pazienti con diversi 
tipi di tumore istologico compreso quello gastrico, pancreatico, melanoma, seno, 
colon-rettale, mieloma e tumore polmonare. Nei modelli murini, la trans-
segnalazione dell'IL-6 è collegata allo sviluppo tumorale nel cancro pancreatico e 
colon-rettale indotti dall'infiammazione. Inoltre la prova che la rottura della trans-
segnalazione dell'IL-6 ritarda la crescita nei tumori murini stabili, dimostra che le 
attività dell'IL-6 non sono limitate all'iniziazione tumorale, ma sono anche importanti 
durante la progressione neoplastica. Le fonti principali dell'IL-6 nel microambiente 
tumorale sono le cellule tumorali, di per sé, così come TAM, MDSC, cellule T 
CD4
+
e i fibroblasti. L'IL-6 e la trans-segnalazione dell'IL-6 possono esercitare sia 
attività cellulari intrinseche tumorali, che colpiscono direttamente le cellule 
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cancerogene, sia attività cellulari estrinseche tumorali le quali supportano 
indirettamente la tumorigenesi influenzando le cellule stromali nel microambiente 
tumorale.  
L'apertura delle vie di segnalazione dell'IL-6 nelle cellule tumorali attiva i mediatori 
della proliferazione cellulare che sono strettamente controllati in condizioni 
omeostatiche. L'alterazione riguardo l'attivazione della STAT3 nel tumore è un 
evento sinonimo di trasformazione cellulare infatti STAT3 è ampiamente considerato 
un oncogene. Diversi studi hanno rilevato che più del 60% dei tumori al fegato 
infiammatori hanno mutazioni in-frame della gp130, alterando il sito di legame IL-
6Rα o con conseguente attivazione in assenza di ligando. Mutazioni attivanti sono 
state trovate anche nelle STAT3, spesso nel dominio SH2 il quale controlla la 
dimerizzazione delle STAT3, causando iper-attivazione constitutiva. L'attivazione, 
tramite la via di segnalazione dell'IL-6, della STAT3 può guidare la progressione 
tumorale attraverso la trascrizione di geni bersaglio compreso la ciclina D1 
regolatore del ciclo cellulare, il proto-oncogene c-myc, i regolatori trascrizionali 
come JunB, cFos e C/EBPβ e C/EBPδ e regolatori metabolici come mTORC1. Nel 
caso di c-myc, il quale è un importante regolatore della progressione dalla fase G1 
alla fase S nel ciclo cellulare, lega STAT3 attivata direttamente al promotore c-myc 
ed aiuta a guidare la trascrizione del c-myc. È interessante notare che la STAT3 si 
lega in un punto prossimale ad un sito di legame essenziale E2F, suggerendo una via 
alternativa di regolazione dell'espressione c-myc, per cui STAT3 protegge E2F dai 
complessi repressori che normalmente limitano l'attivazione di c-myc per E2F. 
L'attivazione della trascrizione di c-myc promuove un ulteriore proliferazione 
aumentando l'espressione della ciclina D1 e reprimendo il checkpoint della proteina 
p21 nel ciclo cellulare. Oltre all'attività diretta sul ciclo cellulare, l'IL-6 agisce anche 
attraverso la regolazione del sensore metabolico mTORC1, il quale è collegato alla 
sintesi delle proteine nelle cellule tumorali altamente attive. Un eccessiva attivazione 
di mTORC1 dopo la segnalazione della gp130 nel tumore gastrico è stato dimostrato 
essere richiesta per la tumorigenesi gastrointestinale associata ad infiammazione. 
Inoltre, il blocco dell'attivazione di mTORC1 sopprime l'iniziazione e la 
progressione tumorale attraverso un meccanismo che vede coinvolta l'attività 
chinasica della JAK e della PI3 che può sinergizzare con l'attivazione di STAT3. 
Agendo mediante STAT3, l'IL-6 supporta anche la sopravvivenza della cellula 
tumorale inducendo l'espressione di proteine anti-apoptotiche come la bcl2, la bcl-
34 
 
XL e la survivina. Gli studi nelle cellule tumorali del seno umano dimostrano che 
l'espressione della survivina viene aumentata grazie al legame diretto della STAT3 al 
promotore della survivina, mentre l'inibizione di STAT3 blocca la trascrizione della 
survivina e induce l'apoptosi delle cellule tumorali (Gritsko et al., 2006). Inoltre, 
nelle cellule del mieloma, la segnalazione dell'IL-6-STAT3-dipendente guida la 
metilazione e la disattivazione dell'importante oncosoppressore p53, permettendo 
alle cellule tumorali di bypassare i cruciali punti di controllo che regolano la 
progressione del ciclo cellulare ed eludere i segnali apoptotici derivanti da danni al 
DNA. La segnalazione della STAT3 guida l'attivazione della DNA (citosina-5)-
metiltransferasi 1 (DNMT-1) con conseguente metilazione e disattivazione della 
regione del promotore p53. Questi studi evidenziano anche il bisogno di continuare 
la produzione dell'IL-6 nel microambiente tumorale, poiché la segnalazione 
persistente dell'IL-6 è necessaria per mantenere l'espressione della DNMT-1 e la 
soppressione della p53.  
L'attivazione della segnalazione dell'IL-6 nelle cellule tumorali può inoltre dirigere la 
crescita tumorale inducendo alcuni fattori che promuovono l'incremento 
dell'invasività tumorale, delle metastasi e dell'angiogenesi. Le metalloproteasi di 
matrice (MMP) sono i mediatori principali di questi passaggi che accompagnano la 
progressione tumorale. Nello specifico, l'aumentata espressione della proteasi MMP-
2 è associata con l'attivazione della STAT3 e con la più aggressiva malattia nei 
modelli di melanoma. A questo proposito, l'attivazione costitutiva della STAT3 nei 
tumori meno aggressivi aumenta il loro potenziale metastatico. Al contrario, la 
perdita della segnalazione della STAT3 tramite l'uso di uno STAT3 dominante 
negativo, riduce l'espressione della MMP-2 e le metastasi tumorali. L'attivazione 
della STAT3 da parte dell'IL-6 inoltre guida l'angiogenesi promuovendo 
l'espressione del fattore di crescita endoteliale vascolare (VEGF) e del fattore di 
crescita dei fibroblasti (bFGF) da parte delle cellule tumorali, supportando una rapida 
vascolarizzazione necessaria per la crescita tumorale e per le metastasi. L'IL-6 è stata 
segnalata anche per promuovere “l'auto-semina tumorale” attirando dalla 
circolazione le cellule metastatiche più aggressive verso i siti del tumore primario. 
L'IL-6 sostiene “l'auto-semina tumorale” agendo come un attrattivo per le cellule 
tumorali metastatiche in circolazione, guidandole di nuovo nel microambiente 
tumorale primario dove esse contribuiscono alla progressione del cancro e al 
processo di metastasi. In aggiunta alle attività intrinseche tumorali dell'IL-6, recenti 
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studi pongono quest'ultima esattamente all'epicentro del controllo della crescita 
tumorale agendo sui componenti stromali del microambiente tumorale. Per esempio, 
l'attivazione della STAT3 avviata dall'IL-6 nelle cellule endoteliali associate al 
tumore, TAM e MDSC induce la loro capacità di esprimere VEGF e bFGF in un 
sistema di controllo feed-forward che regola positivamente l'angiogenesi nei tessuti 
tumorali. Recenti studi suggeriscono che le MDSC non sono solo bersagli 
dell'attività della trans-segnalazione dell'IL-6, ma possono anche collaborare con le 
cellule tumorali in un reciproco ciclo di attivazione che innesca sia una maggiore 
produzione di IL-6 che un maggior rilascio di sIL-6Rα nel microambiente tumorale. 
Nei tumori mammari del topo, alte concentrazioni di IL-6 correlate con l'accumulo di 
MDSC che oltre alla produzione dell'IL-6, esprimono anche la metalloproteasi 
ADAM-17 la quale media lo spargimento dei recettori IL-6Rα dalle membrane 
cellulari delle MDSC, consentendo così alla trans-segnalazione dell'IL-6 di 
verificarsi nel microambiente tumorale. È sempre più chiaro che le attività pro-
tumorigeniche attribuite al l'IL-6 si estendono ben oltre gli effetti diretti sulla crescita 
tumorale, decretando la soppressione della risposta immunitaria adattativa. L'IL-6 
interferisce con lo sviluppo delle cellule presentanti l'antigene come le cellule 
dendritiche (DC) che sono necessarie per l'attivazione dei linfociti T citotossici. 
L'attivazione della segnalazione dell'IL-6 nelle cellule progenitrici mieloidi può 
reindirizzare la loro differenziazione lontano dalla linea cellulare delle DC, 
inducendole a polarizzare verso monociti/macrofagi, come le MDSC e i macrofagi 
stessi, che sono noti soppressori della funzione immunitaria. Inoltre, la via di 
segnalazione IL-6/ STAT3 blocca la maturazione delle DC differenziate, impedendo 
così l'attivazione del linfocita T e portando a quest'ultimo uno stato di anergia o di 
morte. Insieme, i molti meccanismi attivati attraverso la via di segnalazione dell'IL-6 
che culminano con l'aumento della crescita, progressione, metastasi tumorali e con 
l'incremento dell'evasione dalla protezione immunitaria hanno portato caratterizzare 
l'IL-6 come un attore sinistro nel microambiente tumorale.  
 
3.3 La faccia più “chiara” dell'IL-6 nell'immunità adattativa 
Mentre la visione predominante dell'IL-6 nel tumore è come fattore chiave di 
malignità, c'è una seconda faccia dell'IL-6 che ha scatenato un grosso interesse grazie 
al suo ruolo benefico nella promozione dell'immunità anti-tumorale. Sin dalla sua 
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caratterizzazione iniziale come un mediatore di immunità umorale, l'IL-6 ha 
dimostrato avere ampi effetti sulla sopravvivenza, proliferazione, differenziazione e 
reclutamento dei leucociti. Queste osservazioni suggeriscono che l'IL-6 e la via di 
trans-segnalazione dell'IL-6 possono potenzialmente essere sfruttate per inclinare la 
bilancia nel microambiente tumorale a sfavore della crescita e sopravvivenza delle 
cellule tumorali e a favore dell'immunità protettiva anti-tumorale (Figura 6). 
Il concetto che la risposta immunitaria sia competente per agire contro i tumori ha 
avuto alti e bassi nell'ultimo secolo. L'analisi di un ampio numero di tipi di tumore 
umano ha portato alla scoperta di una struttura immunitaria, definita da frequenza, 
tipologia, attivazione e distribuzione della cellula immunitaria che infiltrata nelle 
lesioni tumorali, può essere il migliore marcatore prognostico di staging istologico. 
Lo stato dell'immunità adattativa dell'ospite ha sorprendentemente ampie 
applicazioni poiché i linfociti T CD8
+
 effettori hanno dimostrato essere essenziali 
non solo per l'immunità anti-tumorale, ma anche per l'efficacia dei processi anti-
tumorali standard come la chemioterapia e la radioterapia. Sebbene la faccia buona 
dell'IL-6 nella struttura immunitaria non sia completamente capita, ci sono prove che 
la via di trans-segnalazione dell'IL-6 abbia un ruolo chiave nella mobilitazione delle 
risposte dei linfociti T anti-tumorali. Alcuni dati provano che l'IL-6 supporta 
l'immunità adattativa agendo a livello di due siti chiave: il linfonodo, dove avviene 
una efficace attivazione della risposta dei linfociti, e il tumore locale, dove l'IL-6 
promuove la liberazione dei linfociti T effettori a livello del microambiente tumorale. 
 L'IL-6 regola l'ambiente di addescamento dei linfociti 
I linfonodi rappresentano il sito primario per l'attivazione dei linfociti e lo sviluppo 
delle risposte immunitarie adattative per problemi locali come le infezioni e i tumori. 
Gli antigeni e le cellule DC portanti l'antigene viaggiano attraverso i vasi linfatici 
afferenti che collegano i tessuti infiammati ai linfonodi drenanti dove la struttura del 
tessuto e la presenza delle chemochine agiscono cooperativamente per facilitare un 
rapido screening delle DC da parte dei linfociti T ricircolanti. I linfociti T naive e 
quelli di memoria centrale entrano nei linfonodi attraverso dei vasi sanguigni 
specializzati chiamati venule ad endotelio alto (HEV) e immediatamente 
interagiscono con le cellule DC portanti l'antigene, la cui posizione strategica 
adiacente a questi vasi sanguigni massimizza l'opportunità di creare incontri 
produttivi con i linfociti T che esprimono i recettori a loro affini. Questo è un 
processo così altamente efficace che in condizioni di riposo, 500-5000 cellule T 
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vengono controllati dalle cellule DC ogni ora. Se una determinata cellula T non 
incontra l'antigene a lei affine entro 8-12 ore dopo il suo ingresso, uscirà dal 
linfonodo e rientrerà nella circolazione sanguigna per continuare il ricircolo. 
Tuttavia, se una cellula T riconosce l'antigene affine presentato dalle DC, questa 
rimane nel linfonodo in contatto con le DC, le quali forniscono segnali di attivazione 
e differenziazione che modellano la risposta immunitaria delle cellule T (Figura 10). 
I linfonodi potenziano anche un'immunità duratura nei confronti dei patogeni 
stranieri o delle cellule tumorali agendo come un sito di ristimolazione della 
memoria delle cellule T. 
 
 
Figura 10: Percorsi del ricircolo linfocitario. 
 
 
L'IL-6 gioca un ruolo vitale nello sviluppo delle risposte delle cellule T. A questo 
proposito, l'IL-6 la quale è largamente prodotta dalle DC nei linfonodi ha dimostrato 
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di avere un impatto sull'attivazione, espansione, sopravvivenza e polarizzazione delle 
cellule T durante la risposta immunitaria. 
Nelle varie regolazioni immunitarie, il segnale dell'IL-6 è obbligatorio per 
l'adescamento ottimale delle cellule T, per l'induzione di una risposta produttiva 
dell'IFN-γ, per la produzione delle cellule T dalle attività soppressive delle Treg, e 
per l'acquisizione della capacità di fornire aiuto alle cellule B. Oltre a guidare lo 
sviluppo delle funzioni effettrici dei linfociti CD8
+
, l'IL-6 è stata descritta anche 
come promotore della proliferazione delle cellule T dopo la stimolazione del loro 
recettore. L'IL-6 inoltre protegge ulteriormente le cellule T dalla morte apoptotica 
attraverso l'induzione di proteine anti-apoptotiche bcl-2 e bcl-xL e di proto-oncogeni 
cFos a JunB. 
Un'attività immunostimolatoria recentemente scoperta della trans-segnalazione 
dell'IL-6 è l'inclinazione delle cellule T CD4
+
 lontano dal fenotipo delle Treg e verso 
il fenotipo pro-infiammatorio Th17. In un modello murino di melanoma aggressivo, 
l'IL-6 ha dimostrato essere necessaria per la riduzione della soppressione 
immunitaria mediata dalle Treg e per un efficace adescamento delle cellule T CD8
+ 
nei linfonodi drenanti il tumore. Significativamente, la differenziazione delle cellule 
Th17 e quella delle Treg sono interconnesse; le cellule T naive CD4
+
 stimolate in 
presenza del TGF-β esprimono Foxp3 e diventano Treg funzionali. Tuttavia, in 
presenza sia del TGF-β e della trans-segnalazione dell'IL-6, il programma di sviluppo 
delle Treg Foxp3 dipendenti viene attivamente soppresso, e le cellule diventano 
Th17. Considerando l'importante ruolo che le Treg ricoprono nella soppressione 
immunitaria e nella fuga tumorale dalla sorveglianza immunitaria, questi risultati 
sono altamente indicativi in quanto indicano che la trans-segnalazione dell'IL-6 può 
cambiare la risposta immunitaria dell'ospite da uno stato soppressivo ad uno stato 
attivo che supporta l'immunità antitumorale. 
 La trans-segnalazione dell'IL-6 promuove il traffico dei linfociti ai linfonodi 
La capacità di aumentare la risposta immunitaria adattativa diretta contro i patogeni o 
contro il cancro in ultima analisi, dipende dai linfociti guadagnandosi in modo 
efficace l'accesso al microambiente dei linfonodi. Le HEV rappresentano la via 
d'ingresso maggiore per l'entrata dei linfociti T naive circolanti e dei linfociti T della 
memoria centrale o delle cellule B naive, e sono costituite da cellule endoteliali 
cuboidi che esprimono molecole specifiche di adesione e chemochine che aiutano il 
traffico. Vasi HEV simili possono anche essere indotti verso siti di infiammazione 
39 
 
cronica e sono stati identificati nei tumori solidi umani dove si correlano con la 
maggiore infiltrazione dei linfociti T e migliorano la prognosi. Il traffico dei linfociti 
verso i linfonodi attraverso le HEV si verifica tramite una ben definita cascata di 
eventi di adesione e attivazione (Figura 11). 
 
Figura 11: Fasi che conducono allo stravaso in un linfonodo di un linfocita T naive 
(vergine) attraverso una venula ad endotelio alto (HEV). 
  
Questa cascata inizia tramite interazioni transitorie tra la L-selectina dei linfociti 
(CD62L) e l'addressina (PNAd o CD34) presente sulle HEV. Queste brevi interazioni 
di aggancio e lente di rotolamento permettono ai linfociti T di esaminare la superficie 
delle HEV per la presenza delle chemochine CCL21. L'interazione della chemochina 
con il recettore CCR7 presente sui linfociti aumenta l'affinità della molecola di 
adesione dei linfociti LFA-1, permettendo a quest'ultima di mediare il fermo arresto 
attraverso il legame con i recettori, ICAM-1 e ICAM-2, che è necessario per il 
successivo stravaso dei linfociti e la migrazione all'interno del parenchima tissutale 
sottostante. In condizioni di riposo, la migrazione dei linfociti attraverso le HEV è un 
processo altamente efficace, con circa 2x10
6 
linfociti all'ora che entrano e analizzano 
tutti e 22 i linfonodi nel topo. Questo alto tasso di traffico omeostatico compensa la 
frequenza relativamente bassa delle cellule T che possono riconoscere un dato 
antigene. L'impatto della trans-segnalazione dell'IL-6 sul potenziale traffico dei 
linfociti circolanti è emersa da studi che analizzano l'aumentata migrazione dei 
linfociti in risposte a temperature febbrili come un modello di infiammazione acuta. 
L'esposizione dei pazienti umani o murini con cancro a un lieve e passivo 
riscaldamento mima l'elemento termico di una febbre naturale aumentando la 
temperatura interna fino a circa 39.5 °C per periodi fino a 6 ore. La somministrazione 
sistemica dello stress termico risulta in una transitoria diminuzione del numero dei 
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linfociti circolanti sia nei pazienti umani che murini con neoplasia. La conta dei 
linfociti recuperati subito dopo la cessazione dello stress termico, conferma i risultati 
secondo i quali il trattamento termico non è tossico per i linfociti, ma piuttosto guida 
la ridistribuzione di questi ultimi dal sangue ai tessuti. 
Ulteriori studi rivelano che l'esposizione a temperature febbrili causa un aumento del 
traffico dei linfociti nei linfonodi così come nei topi portatori di tumore.  
I linfociti che sono stati trattati con il calore mostrano un'aumentata adesione mediata 
dalla L-selectina alle HEV che non è associata all'up-regolazione della proteina L-
selectina o ai cambiamenti nella propria attività intrinseca del legame al ligando. 
Piuttosto, il trattamento termico induce la L-selectina ad associarsi rapidamente con 
l'actina del citoscheletro, stabilizzando così le interazioni linfociti-HEV. Le indagini 
su altre proteine coinvolte nel traffico dei linfociti, come la LFA-1, dimostrano che lo 
stress termico non ha effetti sulla loro espressione e funzione. I contributi della trans-
segnalazione dell'IL-6 alla regolazione della funzione della L-selectina in condizioni 
infiammatorie febbrili ha iniziato a venire alla luce quando è stato osservato che il 
medium (terreno) condizionato da linfociti trattati termicamente ha conferito tutte le 
attività pro-traffico mostrate in risposta all'esposizione diretta dei linfociti alle 
temperature febbrili. Questo risultato suggerisce fortemente che i fattori solubili 
prodotti dai leucotici sono regolatori chiave del traffico. Lo screening del quadro 
delle citochine pro-infiammatorie ricombinanti ha identificato diversi candidati 
(TNF, IL-1β, IL-6 e IFN-α) che sono capaci di migliorare l'adesione della L-selectina 
quando vengono aggiunti alle colture dei linfociti. Tuttavia, studi su anticorpi 
neutralizzanti hanno dimostrato che l'IL-6 è l'unica citochina contenuta nel medium 
condizionato di cellule trattate termicamente che regola la funzione della L-selectina. 
Inoltre, il trattamento dei linfociti con l'IL-6 umana è sufficiente per migliorare il 
legame della L-selectina, mentre il trattamento con la sgp130, precedente allo stress 
termico, abolisce questi effetti pro-adesivi, confermando che le temperature febbrili 
avviano un ciclo endogeno di trans-segnalazione dell'IL-6 che regola l'adesione e il 
traffico dei linfociti. Nessun cambiamento è stato rilevato nelle concentrazioni di IL-
6, sIL-6Rα o della sgp130 nel medium condizionato da cellule esposte alle 
temperature febbrili o nella loro circolazione. Questi risultati suggeriscono che lo 
stress termico può alterare la bioattività o la biodisponibilità dell'IL-6 tramite un 
meccanismo non identificato che non coinvolge nuove sintesi di componenti chiave 
come IL-6/IL-6R. Questo è in contrasto con le osservazioni esaminate durante 
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l'infiammazione acuta guidata dal legame dei recettori di tipo Roll-4 (TLR4), in cui i 
livelli dell'IL-6 circolanti diventano elevati quando il topo viene esposto allo stress 
termico. La ricerca di questi segnali intracellulari dimostra che l'IL-6 e sIL-6α 
prodotti dai leucociti possono agire attraverso l'attivazione delle ERK1/2 e delle 
STAT3 per aumentare l'attività di legame della L-selectina. Mentre saggi di blocco 
funzionali mostrano un chiaro coinvolgimento delle ERK1/2, il ruolo delle STAT3 
nella modulazione e attivazione della funzione della L-selectina rimane una domanda 
aperta. 
La relazione tra le temperature febbrili, la trans-segnalazione dell'IL-6 e l'adesione 
della L-selectina alle HEV si è inaspettatamente conservata nel corso dell'evoluzione. 
La trans-segnalazione dell'IL-6 attiva l'adesione di molecole L-selectina simili, in 
condizioni febbrili, nei linfociti delle specie vertebrate separate da più di 400 milioni 
di anni di evoluzione (cioè mammiferi, uccelli, anfibi e teleostei) (Figura 12).  
 
Figura 12: Conservazione ereditaria e relazione tra la trans-segnalazione dell'IL-6 e la 
L-selectina. 
 
Ancora più sorprendente, alcuni di questi animali è mancante delle HEV o dei 
linfonodi specializzati, suggerendo un ruolo per l'originale recettore di migrazione 
della L-selectina dei linfonodi nella difesa immunitaria nei siti di lesione o infezione 
extralinfoidi. La dimostrazione che l'attivazione della funzione della L-selectina 
dipendente dalla trans-segnalazione dell'IL-6 avviene nei leucociti isolati ed esposti 
al calore, indica che sia l'IL-6 che sIL-6Rα possono derivare dai leucociti. Questo 
risultato suggerisce che lo stress termico regola la funzione della L-selectina 
avviando un ciclo endogeno della trans-segnalazione dell'IL-6 nei leucociti, causando 
l'attivazione delle vie di segnalazione delle MAPK (come le ERK1/2) e della STAT. 
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La notevole conservazione durante il processo evolutivo supporta fortemente il 
concetto che l'attivazione termica della trans-segnalazione dell'IL-6 sorse come un 
importante meccanismo protettivo per generare risposte immunitarie efficaci. 
Data l'importanza della trans-segnalazione dell'IL-6 e dello stress termico nel 
regolare l'adesione dei linfociti, alcuni studi sono iniziati per determinare se ci sono 
dei meccanismi regolatori simili alle citochine che controllano le proprietà 
intrinseche adesive delle HEV. Per discriminare gli effetti del calore sull'endotelio 
senza complicazioni, dagli effetti diretti del calore sui linfociti circolanti, è stato 
eseguito un trasferimento adottivo, nel quale il destino dei linfociti non trattati con il 
calore è stato valutato dopo la loro iniezione nel topo pre-riscaldato. Questi studi 
dimostrano che indipendentemente dal fatto che l'IL-6 venga fornita tramite un ciclo 
endogeno avviato dallo stress termico o che venga data come IL-6 umana, questa 
induce un notevole incremento nell'abilità delle HEV di supportare il traffico dei 
linfociti nei linfonodi rispetto ai topi di controllo. Questa attività dell'IL-6 è stata 
osservata in molti ceppi di topo (C57BL/6, C3H, BALB/c), compreso SCID, 
sottolineando che la maggiore adesione alle HEV non richiede la presenza di linfociti 
maturi negli organi linfoidi. Inoltre, studi di neutralizzazione utilizzando recettori 
decoy (recettori tronchi) della sgp130, hanno determinato che l'induzione termica del 
traffico di linfociti è interamente dipendente dalla trans-segnalazione dell'IL-6. 
Al fine di analizzare quali passaggi della cascata di eventi che caratterizza il traffico 
dei linfociti vengono alterati della trans-segnalazione dell'IL-6, vengono usate 
immagini di microscopia intravitale per visualizzare le interazioni tra i linfociti 
circolanti e le HEV in tempo reale all'interno di linfonodi chirurgicamente esposti di 
topi vivi. Contrariamente alle risposte della trans-segnalazione dell'IL-6 nei linfociti, 
le quali stimolano la frequenza di rotolamento, la trans-segnalazione dell'IL-6 
attivata tramite IL-6 umana o tramite trattamento termico aumenta la capacità 
intrinseca delle HEV di supportare la stabile adesione dei linfociti circolanti, 
escludendo così i contributi da parte delle PNAd nel migliorare l'adesione delle 
HEV. Questi risultati puntano l'attenzione su 3 molecole di traffico come potenziali 
target di regolazione tramite l'IL-6; le chemochine CCL21, ICAM1 e ICAM2, le 
quali sono tutte conosciute come collaboratrici nella fase di fermo arresto nelle HEV. 
L'immunofluorescenza semiquantitativa rivela che la concentrazione delle CCL21 e 
delle ICAM-1 viene aumentata sulle HEV in risposta allo stress termico mentre le 
PNAd e le ICAM-2 non cambiano. Inoltre, gli effetti del calore sull'espressione della 
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ICAM-1 sono di pari passo con la somministrazione sistemica dell'IL-6 umana. Al 
contrario, la CCL21 non è stata indotta dall'IL-6 umana, suggerendo che una non 
identificata via di segnalazione indipendente dall'IL-6 è inoltre indotta dallo stress 
termico e regola la CCL21. Un ruolo obbligato per la trans-segnalazione dell'IL-6 
nell'aumentare l'espressione della ICAM-1 e il traffico dei linfociti dopo stress 
termico è stato confermato grazie agli studi con perdita di funzioni nei topi pre-
trattati con sgp130. Quindi, l'attivazione acuta della trans-segnalazione dell'IL-6 
mediante diretta applicazione dell'IL-6 umana o mediante un ciclo endogeno attivato 
dalle temperature febbrili migliora il traffico dei linfociti attraverso i linfonodi 
incrementando l'espressione delle ICAM-1 sulle HEV (Figura 13). 
 
Figura 13: Incremento delle ICAM sulle HEV nei linfonodi. 
 
Presi insieme con gli effetti della trans-segnalazione sui linfociti, questi risultati 
suggeriscono un nuovo meccanismo della trans-segnalazione dell'IL-6 che migliora 
la sorveglianza immunitaria e supporta potenzialmente l'immunità anti-tumorale 
influenzando la liberazione, l'attivazione e la polarizzazione dei linfociti T all'interno 
degli organi linfoidi. I meccanismi dipendenti dalla trans-segnalazione dell'IL-6, che 
migliorano il traffico dei linfociti T naive e quelli con memoria centrale nei 
linfonodi, potrebbero essere particolarmente adeguati nell'ambito dell'ambiente 
immunosoppressivo dei linfonodi drenanti tumorali che sono caratterizzati da una 
diminuita percentuale di traffico attraverso le HEV. Inoltre, la capacità dell'IL-6 di 
agire sui linfonodi in tutto il corpo indica che la trans-segnalazione dell'IL-6 ha il 
potenziale per aumentare l'immunità all'interno dei linfonodi drenanti sia nei tumori 
primari che nei diversi siti di malattia matastatica. 
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 Mobilitazione dell'immunità anti-tumorale adattativa verso i tessuti tumorali 
da parte della trans-segnalazione dell'IL-6 
Data la predominante opinione che l'IL-6 giochi un ruolo centrale nella tumorigenesi 
e nella progressione neoplastica, non sarebbe facile prevedere che la segnalazione 
dell'IL-6 possa anche stimolare le attività anti-tumorali all'interno del microambiente 
tumorale. Tuttavia, la prova che l'IL-6 influenza il traffico dei linfociti attraverso le 
HEV negli organi linfoidi e nei siti di infiammazione è aumentata dalla possibilità 
che queste citochine possano anche contribuire al traffico dei linfociti T effettori 
CD8
+
 nei tessuti tumorali ricchi di IL-6. 
Nello specifico, la circolazione delle cellule T citotossiche deve prima attraversare le 
barriere vascolari tumorali ed entrare nel parenchima tumorale al fine di iniziare la 
lisi contatto-dipendente delle cellule bersaglio tumorali. Studi di microscopia 
intravitale rivelano che, nonostante la trans-segnalazione dell'IL-6 sia in corso nei 
tumori, i vasi sanguigni tumorali sono incapaci di supportare un alto ritmo dello 
stravaso dei linfociti T CD8
+ 
in condizioni omeostatiche. Questi risultati sono 
correlati con la peculiare natura dei vasi tumorali, i quali hanno una struttura 
irregolare e tortuosa ed esprimono bassi livelli di traffico di molecole come le 
ICAM-1. Inoltre, il fallimento del sistema vascolare del tumore nel supportare un 
efficiente traffico di linfociti T CD8
+
 non può essere superato usando stimoli 
infiammatori come l'agonista del TLR4, i lipopolisaccaridi (LPS), o il TNF 
ricombinante i quali, negli ambienti non tumorali, stimolano l'endotelio vascolare a 
sostenere il traffico dei leucociti. L'insensibilità dei vasi tumorali ai segnali 
infiammatori è attribuita alle molecole pro-angiogeniche, come le VEGF e le bFGF, 
le quali portano l'endotelio vascolare a non rispondere agli spunti infiammatori 
tramite silenziamento epigenetico dell'espressione della ICAM-1. Quindi, sebbene ci 
sia un grosso interesse nello sviluppare strategie terapeutiche per convertire siti di 
non reclutamento delle cellule T-low tumorali in siti di reclutamento delle cellule T-
high per una efficace immunità anti-tumorale, l'opinione generale è che avere come 
obiettivo i microvasi tumorali per migliorare la migrazione delle cellule T rimane 
un'ardua sfida. 
In vista degli alti livelli cronici della trans-segnalazione dell'IL-6 nel microambiente 
tumorale e la natura refrattaria dei vasi sanguigni tumorali nei confronti dei potenti 
mediatori infiammatori, è stata una sorpresa quando si è dimostrato che l'acuta 
attivazione della trans-segnalazione dell'IL-6 promuove le proprietà adesive 
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dell'endotelio tumorale (Figura 14). A questo proposito, studi su topi portatori di 
tumore hanno mostrato una profonda attivazione della STAT3 nelle cellule 
endoteliali associate al tumore, dopo la somministrazione sistemica dell'IL-6 umana.  
 
 
Figura 14: Promozione delle proprietà adesive dell'endotelio tumorale. 
 
 
Visto che la STAT3 è stata identificata come un potente regolatore dell'espressione 
dell'adesione molecolare nei tessuti infiammati, la sua attivazione nei vasi sanguigni 
tumorali evidenzia che la trans-segnalazione dell'IL-6 può avere successo dove altri 
percorsi infiammatori falliscono. Per di più, la stimolazione della trans-segnalazione 
dell'IL-6 nei microvasi tumorali da parte della IL-6 umana ha agito su molti passaggi 
nella cascata di adesione per ampliare le interazioni tra i linfociti T effetori CD8
+
 
circolanti e l'endotelio tumorale. Nello specifico, l'IL-6 umana migliora sia 
l'addescamento dipendente dalla E-e P-selectina che le interazioni di rotolamento, 
così come la salda adesione mediata dalla ICAM-1 che è stata accompagnata da una 
forte up-regolazione nei vasi tumorali. Una induzione similare del traffico delle 
cellule T citotossiche è stata osservata in risposta all'attivazione della trans-
segnalazione dell'IL-6 endogena attraverso una terapia termica sistemica. 
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Tramite esperimenti prova, espianti di tumore colon-rettale da pazienti al quarto 
stadio hanno mostrato un forte aumento della concentrazione delle ICAM-1 sui vasi 
sanguigni tumorali dopo un trattamento ex vivo con l'IL-6 umana, indicando che le 
funzioni pro-adesive della trans-segnalazione dell'IL-6 sono ugualmente attive nei 
vasi tumorali umani e in quelli dei topi. 
Alcuni studi hanno dimostrato che la risposta termica nei topi portatori di tumore 
dipende dalla produzione di IL-6 da parte delle cellule stromali non ematopoietiche 
resistenti alla radiazione. Queste osservazioni considerano fortemente le cellule 
endoteliali e/o i fibroblasti associati al cancro come le maggiori sorgenti dell'attività 
della trans-segnalazione dell'IL-6 nel promuovere il traffico dei linfociti T all'interno 
del microambiente tumorale. 
É interessante osservare che l'attivazione acuta della trans-segnalazione dell'IL-6, 
mediante IL-6 umana ricombinate o mediante terapia termica sistemica, non ha 
effetti sulla crescita del tumore, suggerendo che il ciclo endogeno delle cellule T 
CD8
+
 nuovamente reclutate è stato insufficiente nel controllo della crescita tumorale 
nei modelli di cancro murino aggressivo. Per bypassare gli ostacoli per l'attivazione 
in situ in un ambiente immunosoppressivo tumorale, l'impatto sui tumori del traffico 
delle cellule T CD8
+ 
indotte dall'IL-6 è stato esaminato usando una immunoterapia di 
trasferimento di cellule T adottiva. Il trasferimento cellulare adottivo usa cellule T 
attivate ed espanse ex vivo per aumentare il numero delle cellule T citotossiche in 
circolazione. Mentre la terapia di trasferimento di cellule T adottive offre grandi 
promesse, le percentuali di una risposta duratura dopo il trattamento nei pazienti sono 
meno del 25%. Il basso traffico delle cellule T CD8
+ 
nei vasi tumorali offre uno 
spiraglio di opportunità per migliorare l'efficacia del trasferimento delle cellule T 
adottive usando la trans-segnalazione dell'IL-6 per incrementare il traffico delle 
cellule T CD8
+
 nei tumori. Questo è stato dimostrato nel caso di modelli murini 
preclinici dove la somministrazione dell'IL-6 umana o della terapia termica sistemica 
prima del trasferimento adottivo delle cellule T CD8
+ 
effettrici specifiche del tumore 
è connessa casualmente alla migliorata apoptosi delle cellule bersaglio tumorali e alla 
generale diminuzione della crescita tumorale. 
Lo stato quiescente dell'endotelio vascolare tumorale accoppiato con la capacità di un 
meccanismo di trans-segnalazione dell'IL-6, guidato o dall'IL-6 umana o dalla terapia 
termica sistemica, per indurre l'adesione nella microvascolarizzazione tumorale è 
controintuitivo dato che la trans-segnalazione dell'IL-6 è già altamente attiva nel 
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microambiente tumorale. I risultati mostrano che un aumento transitorio della trans-
segnalazione dell'IL-6 non accelera la crescita tumorale e in più suggerisce che può 
essere utilizzabile per sfruttare in modo acuto le attività immunitarie anti-tumorali 
dell'IL-6 senza promuovere inoltre la progressione tumorale. Sebbene quindi il 
meccanismo alla base di queste osservazioni confuse non è stato pienamente risolto, 
una possibile spiegazione è che le cellule endoteliali associate al tumore siano 
relativamente insensibili all'attività della trans-segnalazione dell'IL-6 e che 
richiedano un numero maggiore di citochine rispetto ad altre cellule nel 
microambiente tumorale. Così, le iniezioni di IL-6 umana possono raggiungere 
concentrazioni di IL-6/sIL-6Rα sufficientemente alte da superare la soglia richiesta 
per attivare in modo acuto la vascolarizzazione ed indurre l'espressione delle 
molecole di adesione in un ambiente dove le cellule tumorali possono già essere 
stimolate al massimo. Sono di relativo interesse i risultati che sebbene la terapia 
termica non alteri la concentrazione intratumorale generale dell'IL-6 o del sIL-6Rα, 
causa una up-regolazione della gp130 nelle cellule endoteliali che rivestono i 
microvasi tumorali; tale up-regolazione è stata mostrata nei modelli infiammatori per 
diminuire la soglia di attivazione della trans-segnalazione dell'IL-6. Presi insieme, i 
risultati che la terapia termica o l'IL-6 umana possano contenere la crescita tumorale 
quando combinati con l'immunoterapia delle cellule T adottive suggeriscono che una 
alta attivazione dell'IL-6 nel microambiente tumorale può spostare l'equilibrio tra le 
facce più scure e più chiare della trans-segnalazione per benefici terapeutici (Fisher 
et al., 2014). 
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4 
Approccio “Trojan Horse” 
 
Molte terapie antitumorali, comprese le immunoterapie, vengono fornite per via 
sistemica ma una piccola attenzione è stata posta sulle terapie rilasciate direttamente 
all'interno dei tumori. C'è una potente logica per un tale approccio: dopo tutto, i 
processi immunitari distruttivi più profondi a livello tissutale sono guidati da fattori 
locali che sovrastano i fattori naturali protettivi/soppressivi nell'ambiente tissutale, i 
quali sono usati dai tumori per sfuggire alla distruzione. 
È importante capire che questo approccio non cerca solo di indurre la distruzione del 
sito tumorale protagonista dell'iniezione ma anche di provocare una risposta più 
diffusa che distrugga poi i depositi tumorali metastatici e locali non sottoposti a 
iniezione. Questo approccio è stato chiamato “Trojan Horse” perché, come racconta 
l'antica Grecia, un approccio “sistemico” pienamente frontale contro una città difesa 
da delle grosse mura non ebbe successo neanche dopo dieci anni di assedio, quindi i 
Greci penetrarono le difese nemiche tramite un sotterfugio, usando un enorme 
cavallo di legno nel quale alcuni soldati si erano nascosti. Una volta dentro, il piccolo 
numero di soldati risultò sufficiente a sovrastare le difese locali ed aprì l'enorme 
cancello delle mura per permettere alle principali forze greche di entrare e 
distruggere la città. L'immunoterapia locale del cancro mira a fare più o meno la 
stessa cosa (Figura 15).  
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Figura 15: Approccio “Trojan Horse” all'immunoterapia tumorale. 
 
Whilst Ehrlich predisse che il sistema immunitario potesse reprimere la crescita dei 
carcinomi e fu William B. Coley a dimostrare che, attivando i sistemi immunitari nei 
pazienti tramite l'uso di colture batteriali uccise dal calore di Streptococci e Serratia 
marcescens, potesse indurre la regressione tumorale. Coley sperimentò molti sistemi 
con questo stratagemma compreso il confronto tra la somministrazione intratumorale 
(i.t.) e quella intravenosa (i.v.). I suoi studi hanno suggerito che solo i pazienti che 
hanno sviluppato una forte risposta infiammatoria locale e sistemica, misurata da una 
aumentata temperatura corporea, necrosi tumorali, e edema tumorale, hanno 
probabilità di avere benefici. È importante sottolineare che, più vicine al tumore 
vengono fatte le iniezioni, migliori sono i risultati, implicando un ruolo ai linfonodi 
drenanti e quindi avviando la risposta sistemica. Come abbiamo già detto la 
manipolazione del microambiente tumorale tramite mezzi locali o distali che usano 
reagenti i quali, direttamente (come le citochine) o indirettamente (come i reagenti 
citotossici) attivano componenti del sistema immunitario, può indurre la regressione 
del tumore e fornire una cura permanente.  
Le risposte all'infezione sono rappresentate da risposte immunitarie coordinate locali 
e sistemiche. 
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L'attivazione delle cellule residenti nel tessuto induce i vasi sanguigni a diventare 
sensibili al traffico di un grande numero di cellule immunitarie innate e adattative 
dentro, e fuori, al sito dell'infezione. Gli antigeni associati ai patogeni sorti dal sito 
infettato vengono trasportati nei linfonodi drenanti dove viene generata l'immunità 
delle cellule T e B di memoria e effettrici a lungo termine. 
Alcuni studi di laboratorio hanno portato a sviluppare il concetto del “Trojan Horse” 
il quale poi ha portato a diversi studi clinici. Piuttosto che iniziare la terapia 
utilizzando un assalto frontale completo per attaccare i tumori, è stato scelto invece 
di distribuire prima i reagenti direttamente nel tumore con lo scopo di indurre 
cambiamenti microambientali e allo stesso tempo evitar la tossicità sistemica. Ci 
sono diversi lavori che dimostrano la sicurezza e la fattibilità di iniettare direttamente 
i tumori solidi, e nuove strategie sono in fase di sviluppo. Si spera che questo 
approccio sarà più efficace e meno tossico per un'ampia gamma di tumori a diversi 
stadi della malattia. Alcuni dati fanno pensare che questo è possibile (Nelson et al., 
2014). 
 
4.1 La composizione cellulare e la struttura del microambiente 
tumorale 
 
Il microambiente tumorale è costituito da cellule tumorali e cellule stromali. 
Quest'ultime comprendono cellule che vanno a costituire i vasi sanguigni associati al 
tumore in particolare le cellule endoteliali e i periciti; cellule che contribuiscono 
all'integrità strutturale (fibroblasti); così come i macrofagi associati al tumore 
(TAMs) e le cellule immunitarie infiltranti come i monociti, i neutrofili (PMN), le 
cellule dendritiche (Dcs), le cellule B e T, i mastociti, e le cellule natural-killer (NK). 
Infatti, le cellule stromali costituiscono la maggior parte della cellularità tumorale e 
in molti casi la cellula dominante nei tumori solidi è il macrofago. 
Quindi, le cellule tumorali possono essere in minoranza all'interno della struttura 
neoplastica e saranno più difficili da colpire. Questa consapevolezza ha portato i 
ricercatori a riconsiderare come meglio attaccare un tumore solido, e il modificare gli 
elementi stromali sta diventando sempre più avvenente.  
Un ulteriore complessità è provocata da alcuni dati i quali mostrano che i tumori 
solidi sono costituiti da diverse “micronicchie”. Alcune nicchie sono ben perfuse ed 
ossigenate, mentre altre sono scarsamente perfuse e ipossiche. Quest'ultimo tipo di 
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nicchia è particolarmente pericolosa per l'ospite poiché è inaccessibile tramite una 
distribuzione sistemica dei farmaci e ospita cellule tumorali resistenti che possono 
sopravvivere in ambiente privo di nutrienti e ossigeno. Ogni nicchia può 
rappresentare un proprio mini-microambiente con diversi tipi di cellule dominanti e 
un diverso insieme di fattori solubili. 
 
4.2 “Cancer immunoediting” 
Ci sono prove che anche agli stadi iniziali il microambiente tumorale possa 
permettere la distruzione immunitaria sotto determinate circostanze. È ora accertata 
che l'immunosorveglianza tumorale è un processo nel quale il sistema immunitario 
dell'ospite riconosce ed elimina le cellule tumorali quiescenti o premature. Tuttavia, 
quando incompleta, l'immunosorveglianza tumorale è proposta per essere il primo 
passaggio di un processo mortale, chiamato “cancer immunoediting”, nel quale le 
cellule T specifiche per l'antigene tumorale “scolpiscono” le cellule tumorali per 
selezionare quelle che sono completamente resistenti all'uccisione da parte delle 
cellule T (Figura 16). Il processo di “cancer immunoediting” rappresenta quindi il 
comportamento del sistema immunitario e nel suo insieme comprende tre fasi: 
 
 Eliminazione, che può dare completa distruzione del tumore e una 
risoluzione del processo senza avanzamento verso le fasi successive. 
 
 Equilibrio, in cui le cellule tumorali geneticamente instabili sopravvissute 
diventano meno immunogeniche (tramite perdita dell'antigene tumorale, o 
down-regolazione delle MHC di classe I) evitando facilmente l'attacco delle 
cellule T, e vengono selezionate, da linfociti e da IFN-γ, in base alla 
maggiore resistenza all'attacco immune. 
 
 “Escape”, in cui le varianti che hanno acquisito insensibilità all'eliminazione 
iniziano ad espandersi in modo incontrollato, originando tumori clinicamente 
osservabili. 
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Figura 16: “Cancer immunoediting”. 
 
4.3 Processi chiave che devono essere modificati nel microambiente 
tumorale 
 
Gli aspetti che devono essere modificati nel microambiente tumorale e quindi 
consentire risposte antitumorali efficaci includono il rendere i vasi sanguigni 
tumorali meno permissivi al traffico bidirezionale di cellule immunitarie. Sia le 
cellule tumorali che le cellule dendritiche caricate con l'antigene tumorale (Dcs) 
devono essere capaci di uscire dai tumori per trasportare il loro carico antigenico ai 
linfonodi drenanti, mentre le cellule immunitarie effettrici e gli anticorpi devono 
essere in grado di accedere prontamente alle cellule del cancro per tutto il letto 
tumorale. 
Gli elementi soppressivi all'interno del microambiente tumorale devono essere messi 
a tacere o depolarizzati per promuovere l'infiammazione locale. In particolare, 
l'attenzione deve essere rivolta ai TAMs, alle cellule soppressorie di derivazione 
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mieloide (MDSCs) e alle cellule T regolatorie (Treg) che probabilmente collaborano 
al fine di indurre una potente soppressione locale (Mantovani, 2012). 
 
4.4 Modulazione dei vasi sanguigni associati al tumore 
Alcuni studi con targeting di anticorpi anti-CD40 agonisti nel letto tumorale hanno 
generato importanti cambiamenti. In particolare, i vasi sanguigni associati al tumore 
diventano permissivi all'immigrazione delle cellule T e all'emigrazione delle cellule 
DC. La transitoria normalizzazione dei vasi sanguigni tumorali è segnalata per 
portare ad una migliore perfusione del letto tumorale tramite la chemioterapia 
citotossica e, probabilmente, migliorare la penetrazione tumorale di anticorpi e altre 
molecole importanti. Al contrario, il targeting CD40 può essere anche pro-
tumorigenico. Chiodoni ed altri hanno dimostrato che gli anticorpi anti-CD40 
possono attivare le cellule endoteliali e promuovere la neoangiogenesi del tumore nei 
modelli murini di carcinoma mammario. Così, sebbene un singolo cambiamento 
locale nei vasi sanguigni tumorali può consentire una più diffusa distruzione di 
cellule del tumore ed aumentare l'esportazione di antigeni tumorali ai linfonodi 
drenanti, questo può essere un'arma a doppio taglio. Pertanto, un considerato 
approccio alla progettazione della terapia mirata con CD40 è necessario per aprire la 
strada ad ulteriori mudulazioni immunitarie, usando la tradizionale chemioterapia 
citotossica o la immunoterapia. 
 
4.5 Uso del sito tumorale come fonte propria di stimolazione 
antigenica da parte della risposta sistemica 
 
Una opzione terapeutica avvenente, che alcuni studiosi hanno esplorato, è modificare 
il microambiente tumorale in modo tale che agisca come fonte propria di 
stimolazione antigenica, o come un vaccino. In questi casi, i medicinali citotossici 
possono essere usati per aumentare la morte delle cellule tumorali. In alternativa, i 
numeri, l'attivazione e le funzioni delle cellule NK o/e dei linfociti T citotossici 
(CTLs) potrebbero essere incrementati per contribuire alla morte cellulare del tumore 
in situ. La fagocitosi da parte delle cellule presentanti l'antigene di cellule tumorali 
vive o morte può essere aumentata, in particolar modo nei linfonodi drenanti. Ciò che 
attrae di questo approccio terapeutico è che gli antigeni tumorali non hanno bisogno 
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di essere identificati; la morte delle cellule tumorali libera una quantità di antigeni 
tumorali nel percorso di cross-presentazione (o cross-priming). È stato dimostrato 
che tutto quanto detto sopra può essere ottenuto nel mesotelioma e in alcuni modelli 
di tumore al polmone tramite vaccinazione con tumore autologo scioccato con calore 
o mediante iniezione di IL-2 combinata con anticorpo anti-CD40, il quale evita il 
problema della tossicità ed induce la regressione di grandi tumori primari, così come 
dei tumori distali. La necessità di provare che tale approccio possa indurre una 
risposta sistemica, la quale è attiva a siti distali e fornisce memoria protettiva, è 
essenziale per l'idea di utilizzare un tumore come proprio vaccino. Tuttavia, pochi 
studi hanno esaminato sistematicamente l'impatto dell'immunoterapia intratumorale 
sull'immunità antitumorale sistemica e locale e sulla memoria a lungo termine. La 
somministrazione locale di anticorpi anti-CD40 ha dimostrato di annientare tumore 
trattati in situ e di indurre una risposta sistemica dei CTL che annientano i tumori 
distali. È stato dimostrato che generando un'infiammazione locale tramite IL-
2/terapia con anticorpo anti-CD40 porti alla collaborazione delle cellule CD4
+
 e 
CD8
+ 
che perlustrano tutto il corpo al fine di eliminare i tumori non trattati. 
Un ruolo unico è stato attribuito anche alle cellule natural-killer in questo contesto, le 
quali non funzionano come cellule effettrici dopo trattamento locale con IL-
2/anticorpo anti-CD40. Però le cellule NK non solo contribuiscono all'immunità 
sistemica portando alla risoluzione dei tumori distali non trattati, ma forniscono 
anche aiuto per l'acquisizione e il mantenimento di risposte da parte delle cellule T di 
memoria/effettrici a lungo termine. Questi dati suggeriscono che le risposte 
trattamento-dipendenti generate nei tumori e nei linfonodi drenanti determinano se le 
cellule T memoria/effettrici tumore-specifiche sono disseminate per pattugliare 
l'intero corpo alla ricerca di altri tumori. 
 
4.6 Perché è importante la cross-presentazione nei tumori 
C'è una chiara prova che i CTL tumore-specifici possono direttamente riconoscere le 
cellule tumorali. Tuttavia, l'antigene tumorale è improbabile che venga direttamente 
presentato dalle cellule tumorali ai linfociti T CD8
+
 nei linfonodi drenanti; quindi la 
cross-presentazione potrebbe essere la sola forma di presentazione antigenica 
naturale per l'immunità tumorale. Così, le cellule presentanti l'antigene, in particolare 
le cellule DC che hanno acquisito l'antigene tumorale nel microambiente tumorale, o 
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da cellule tumorali uccise nei linfonodi drenanti, potrebbero essere mirate. In questo 
processo, l'antigene esogeno derivato da cellule tumorali viene preso dalle DC, 
processato e presentato su MHC di classe I alle cellule T CD8
+
, piuttosto che seguire 
la classica via di processazione dell'antigene esogeno mediante presentazione su 
molecole MHC di classe II a cellule CD4
+ 
(Figura 17). Importante è considerare che 
la cross-presentazione ad opera delle DC necessita di essere attivata per la 
presentazione al verificarsi di una appropriata co-stimolazione; altrimenti, questo 
processo avrà come risultato deboli risposte delle cellule T o tolleranza. Sebbene 
alcuni eventi chiave della cross-presentazione si verificano nei linfonodi che drenano 
i tumori, è chiaro che le DC nei tumori possono anche essere importanti. Tali cellule 
dendritiche sono spesso in uno stato di attivazione immaturo e sono prive di 
molecole costimolatorie. Quest'ultime hanno un ruolo importante nell'attivazione dei 
linfociti T, infatti la proliferazione e l'attivazione dei linfociti T naive richiedono, 
oltre ai segnali costituiti dal riconoscimento dell'antigene, segnali forniti dalle 
molecole espresse dalle APC, chiamate appunto molecole costimolatorie, in quanto 
agiscono in associazione all'antigene. In assenza di costimolazione i linfociti T che 
incontrano l'antigene non riescono a rispondere e muoiono per apoptosi oppure 
entrano in uno stato di mancanza responsività denominato anergia. È stato dimostrato 
infatti che, queste cellule dendritiche prive di molecole costimolatorie, sono bloccate 
nella loro capacità di cross-presentare gli antigeni tumorali localmente per 
“ristimolare” i linfociti T citotossici. Tali DC possono promuovere l'espansione delle 
Treg a livello regionale e locale. La maturazione, la funzione e la capacità migratoria 
delle DC può essere soppressa dalle MDSC, dai macrofagi M2 e dalle Treg. Così, il 
microambiente tumorale deve essere deliberatamente modulato in modo tale che la 
soppressione locale sia alleviata e le DC possano rispondere ai segnali di attivazione 
cellulari che aiutano il processo di cross-presentazione. É stato recentemente 
dimostrato che l'agente chemioterapico gemcitabina può invertire il blocco della 
cross-presentazione ad opera delle DC a livello intratumorale. 
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Figura 17: Cross-presentazione. 
 
4.7 La riduzione della soppressione immunitaria presente nei tumori 
Anche quando è presente una distruzione locale delle cellule tumorali e una 
appropriata stimolazione del processo di presentazione dell'antigene, la risposta 
effettrice risultante non è sempre l'eliminazione dei tumori. Questo perché l'aumento 
della massa tumorale è associata ad un accumulo di un insieme dei meccanismi di 
fuga. Questo significa che nessuna quantità di “acceleratore” lavorerà fino a quando i 
“freni” non vengono rilasciati. Questi freni comprendono i crescenti numeri dei 
diversi tipi di cellule immunitarie soppressive infiltranti il microambiente tumorale 
per ridurre ulteriormente la funzione dei CTL. Così queste cellule devono anche 
essere mirate per essere messe a tacere o riprogrammate. Data la loro predominanza 
numerica in molti tumori solidi, la riprogrammazione dei TAM M2 (che 
promuovono la crescita del tumore) in macrofagi M1(che lanciano un attacco del 
sistema immunitario al cancro e ne riducono quindi la dimensione) può essere 
particolarmente efficace. Questo è stato realizzato usando i batteri, i microRNA, 
LPS/IFNγ e IL-2/anticorpo anti-CD40. È stato proposto che la terapia locale per 
riprogrammare i macrofagi associati al tumore M2 (M2 TAM) possa essere molto 
efficace e meno tossica della terapia sistemica permettendo una sufficiente 
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distruzione locale per verificare una prima risposta immunitaria antitumorale 
sistemica dell'ospite. 
Le cellule soppressorie di derivazione mieloide (MDSC) costituiscono una 
popolazione molto eterogenea che viene espansa in alcune condizioni patologiche, 
come le neoplasie, le infiammazioni e le infezioni ed ha la capacità di inibire 
potentemente l'immunità antitumorale mediata dai linfociti T. Le MDSC si 
accumulano nel sangue, nei linfonodi, nel midollo osseo e nel microambiente 
tumorale, in pazienti ed in modelli animali portatori di tumore e inibiscono sia la 
risposta immunitaria innata, che quella adattativa. L'espansione, la mobilizzazione e 
l'attivazione delle MDSC è indotta da fattori di crescita rilasciati della cellule 
tumorali e da un'estesa alterazione della mielopoiesi. Le MDSC hanno dimostrato di 
essere superiori ad altri tipi di cellule immunitarie nella migrazione 
preferenzialmente ai tumori piuttosto che ad altri tessuti. Questa osservazione ha 
richiesto la progettazione di un ceppo ingegnerizzato del virus oncolitico della 
stomatite vescicolare (VSV) che si lega alle MDSC per il loro trasporto all'interno 
del microambiente tumorale. Il Virus della stomatite vescicolare può uccidere le 
cellule tumorali che ne siano state infettate. I risultati delle sperimentazioni hanno 
dimostrato una riduzione delle dimensioni del tumore e della diffusione tumorale in 
casi di melanoma, di cancro del polmone, di tumore del colon e di alcuni tumori 
cerebrali. L'uccisione diretta del tumore è ulteriormente accentuata favorendo la 
differenziazione delle MDSC verso il fenotipo M1 attivato classicamente. Così, il 
targeting delle MDSC può rimuovere altri strati della soppressione immunitaria nei 
tumori. 
Simili alle MDSC, le Treg sono capaci di infiltrare l'ambiente tumorale e la loro 
presenza è spesso associata alla progressione della malattia e a prognosi infauste. Lo 
sviluppo dei tumori può produrre un insieme di citochine, chemochine, e altri fattori 
solubili che promuovono l'arricchimento delle Treg all'interno del microambiente 
tumorale. Il recettore CCR4 è altamente espresso sulle Treg rispetto alle cellule T 
convenzionali e facilita la migrazione delle Treg verso i tumori che esprimono   i 
ligandi del recettore CCR4 che sono le chemochine CCL17/CCL21; mentre altri 
studi hanno dimostrato che le Treg che esprimono il VEGF-A (il recettore CXCR4) 
sono preferenzialmente attratte dai tumori che esprimono la citochina di promozione 
angiogenica CXCL12. Altri potenziali meccanismi di arricchimento delle Treg nei 
tumori comprendono l'espressione delle citochine che inducono la conversione delle 
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cellule T convenzionali a cellule Treg o preferenzialmente espandono un piccolo 
numero di Treg residenti nel tumore su altri tipi di cellule. 
L'efficacia terapeutica delle immunoterapie che hanno come target le Treg è stata 
manifestata in numerosi studi preclinici, nei quali la deplezione mirata delle Treg è 
stata osservata per migliorare l'immunità antitumorale e ha dimostrato di prevenire lo 
sviluppo del tumore e di diminuire la progressione tumorale. Nella clinica, risultati 
simili sono stati osservati, sebbene senza completa regressione del tumore, con 
protocolli che mirano alla riduzione delle Treg usando solo ciclofosfamide, o usando 
una combinazione di terapie. Questi studi dimostrano il ruolo critico delle Treg nella 
soppressione dell'immunità antitumorale e mettono in luce l'importanza dell'acquisire 
una completa comprensione del loro ruolo durante lo sviluppo tumorale affinché le 
più efficaci immunoterapie possono essere sviluppate. 
 
4.8 Targeting delle cellule T segnale per migliorare efficacia locale 
dell'immunoterapia tumorale 
 
La terapia locale può anche modificare la “costimolazione”. Per una completa 
attivazione dei linfociti T sono necessari due stimoli: 
 il primo consiste nell'interazione del linfocita con il peptide associato alle 
molecole del complesso MHC 
 il secondo dipende dalla costimolazione. 
Il primo stimolo vede coinvolto il recettore dei linfociti T (TCR) che è un recettore 
transmembrana che si trova sulla superficie dei linfociti T, responsabile del 
riconoscimento degli antigeni presentati dal complesso maggiore di istocompatibilità 
(MHC). 
La via di costimolazione coinvolge invece la molecola di membrana CD28, che lega 
le molecole costimolatorie B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86) espresse dalle APC attivate. 
I recettori segnale possono modulare le cellule T segnale o in maniera positiva 
(costimolazione) o negativa (coinibizione) e così determinare il risultato 
dell'attivazione delle cellule T. Come tale, c'è stata un aumentata attenzione negli 
ultimi anni sullo sviluppo di modalità di trattamento che mirano specificatamente 
questi recettori co-stimolatori e co-inibitori come mezzo per migliorare le 
immunoterapie tumorali. 
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CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4), noto anche come CD152, è un 
recettore di membrana considerato un importante punto di controllo della regolazione 
immunitaria. È espresso sulle cellule T, in particolare sulle Treg, e contrasta l'attività 
costimolatoria della CD28. CLTA-4 si lega con molta affinità a CD80 o CD86 e può 
direttamente surclassare il legame della CD28 o quando espressa dalle Treg può 
agire all'esterno della cellula per togliere CD80/CD86 dalla superficie delle APC 
attivate e così inibire significativamente la loro capacità ti guidare l'immunità 
antitumorale. Il trattamento con anticorpi monoclonali anti-CLTA-4 (mAb) è emerso 
come una terapia antitumorale che blocca l'attività inibitoria del CLTA-4 sulle 
cellule T effettrici e sulle Treg portando ad una maggiore attività antitumorale da 
parte delle cellule T effettrici. C'è una nuova prova che anticorpo monoclonale anti-
CTLA-4 esaurisce selettivamente le Treg nelle lesioni tumorali e che questo processo 
sia dipendente dalla presenza di macrofagi con recettore-positivo gamma Fc. Questi 
dati implicano che il targeting con mAb anti-CTLA-4 all'interno del microambiente 
tumorale possa essere particolarmente efficace ed evitare il problema della tossicità 
che è stata riportata nei percorsi clinici. 
La proteina della morte cellulare programmata 1, anche conosciuta come PD-1, è 
strettamente correlata a CTLA-4. PD-1 ha due ligandi, PD-L1 e PD-L2, che 
appartengono alla famiglia delle B7. In modo simile a CTLA-4, PD-1 e i suoi ligandi 
regolano negativamente le risposte delle cellule T e i targeting con anticorpi 
monoclonali PD-1 sono stati sviluppati per contrastare la regolazione immunitaria e 
stimolare l'immunità antitumorale. Abbiamo visto che l'anticorpo anti-CTLA4 blocca 
il recettore inibitorio che down-modula le fasi iniziali della attivazione delle cellule 
T, aumentando la sopravvivenza generale nei pazienti con melanoma avanzato. Ma la 
novità è rappresentata appunto dagli inibitori del checkpoint immunologico PD-1. 
Gli anticorpi anti-PD-1 e anti-PD-L1 potenziano la risposta immunitaria bloccando 
l'interazione tra la proteina PD-1, un recettore co-inibitorio della cellula T, e uno dei 
suoi ligandi, PD-L1, impedendo alle cellule tumorali di eludere il sistema 
immunitario dell'ospite. Le risposte al trattamento sistemico sono state promettenti 
con risposte parziali o complete nel tumore del polmone non-a piccole-cellule 
(NSCLC), nel melanoma, e nel cancro alla cellula-renale, in un processo clinico con 
un totale di 296 pazienti. Tuttavia, nessuna risposta è stata osservata nel tumore del 
colon e in quello pancreatico. Questo dato mette in luce il fatto che i diversi tumori 
rispondono differentemente e che i sistemi effettivi corrispondenti, coinvolgendo 
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questi inibitori dei “checkpoint” immunitari, devono ancora essere identificati. 
Alcune prove dimostrano anche che la combinazione tra anticorpi anti-CTLA-4 e 
anticorpi anti-PD-1 è molto più efficace rispetto all'uso di un solo anticorpo e, per di 
più, recenti studi hanno confermato l'efficacia di questa combinazione in processi 
clinici umani. Non è ancora chiaro se il targeting delle cellule T negli organi linfoidi 
secondari mediante somministrazione sistemica sia il miglior modo per andare 
avanti; tuttavia, è stato provato che l’anticorpo anti-CTLA4 ha un’azione più globale, 
mentre l'anticorpo anti-PD-1 è più tessuto-specifico ed è quindi più efficace a livello 
dei linfonodi regionali. Studi aggiuntivi hanno mostrato che sia le cellule stromali 
che quelle tumorali possono up-regolare la PD-1 e i suoi ligandi in risposta 
all'insieme delle citochine locali, limitando la risposta antitumorale. Quindi, c'è una 
chiara ragionevolezza per l'immunoterapia con targeting PD-1/L-1/L-2 direttamente 
all'interno del tumore per produrre una terapia più efficace. 
L'iniziale successo delle immunoterapie con i “checkpoint” PD-1 e CTLA-4, hanno 
motivato i ricercatori ad ampliare le loro indagini verso altri recettori di 
segnalazione. In particolare, i membri della superfamiglia dei recettori del fattore di 
necrosi tumorale (OX40, 4-1BB, e GITR) il cui ruolo di recettori costimolatori aiuta 
a sostenere la sopravvivenza, la funzione effettrice, e la persistenza della memoria 
delle cellule T. Studi preclinici estesi indicano che la terapia OX40 agonista può 
promuovere l'immunità antitumorale tramite l'espansione delle cellule T effettrici e 
simultaneamente tramite il blocco della soppressione mediata dalle Treg, in modo 
particolare quando viene distribuita a livello intratumorale. Allo stesso modo, la 
terapia 4-1BB agonista ha dimostrato un'attività di potenziamento della risposta 
immunitaria contro le cellule tumorali migliorando la funzione effettrice e 
proteggendola dalla morte cellulare programmata. È importante sottolineare che il 
potenziale tumorale delle immunoterapie OX40, 4-1BB e GITR agoniste può essere 
significativamente aumentato quando quest'ultime vengono combinate con i 
trattamenti tumorali convenzionali come la chemioterapia, la radioterapia, la 
chirurgia, o altre immunoterapie. 
L'uso di immunoterapie agoniste che mirano le molecole di segnalazione è ancora 
agli inizi. Questo campo della immunoterapia tumorale continuerà ad espandersi così 
come la nostra conoscenza sui recettori di segnalazione (noti e quelli ancora 
eventualmente da scoprire) continua a crescere. Il loro potenziale come 
immunoterapie sarà dettato dalla nostra conoscenza delle interazioni molecolari 
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associate con le loro rispettive vie di segnalazione, dal loro uso come agenti singoli o 
in combinazione con altre immunoterapie, e in ultima analisi dal loro metodo di 
liberazione; la somministrazione locale intratumorale (quando possibile) viene 
utilizzata per ridurre la soppressione immunitaria delle Treg/MDSC e per guidare le 
risposte effettrici antitumorali nell'ambiente tumorale. 
 
4.9 L'espansione dei vari tipi di cellule effettrici nei tumori 
Basandosi sui linfociti T citotossici (CTL) per sopprimere i tumori potrebbe non 
essere sempre efficace, anche quando essi hanno sufficiente CD4 “help”, in modo 
particolare quando hanno di fronte cellule tumorali che hanno down-regolate le 
molecole di superficie MHC di classe I e/o down-regolati gli antigeni tumorali. 
Quindi, l'espansione dei vari tipi di cellule immunitarie che possono esercitare la 
funzione effettrice antitumorale nel microambiente tumorale verso altri tipi di cellule, 
in particolare, le cellule innate, potrebbe essere benefico per l'ospite portatore di 
tumore. È stato dimostrato che i neutrofili (PMN) possono collaborare con i CTL per 
eliminare grosse masse tumorali. La natura di questa collaborazione non è chiara, ma 
i dati mostrano che i PMN possono ridurre la massa tumorale in assenza delle cellule 
T e questo significa che essi uccidono direttamente le cellule neoplastiche, o altre 
cellule, all'interno del microambiente tumorale. Come accennato in precedenza, i 
macrofagi M1 possono fagocitare le cellule tumorali e mediare una risposta pro-
infiammatoria. Quindi, la riprogrammazione dei TAM M2 e delle MDSC a 
macrofagi M1 sembra essere un approccio terapeutico razionale. Anche le cellule 
NK possono essere potenti cellule effettrici antitumorali; le NK non necessitano di 
attivazione, avendo un sistema di riconoscimento del target del tutto diverso e 
indipendente dal "riconoscimento dell'antigene" caratteristico degli altri linfociti (T e 
B). Le NK infatti esplicano un'importante azione come prima difesa, tipica 
dell'immunità innata. Queste cellule sono le meno specializzate del sistema 
immunitario e distruggono ogni elemento cellulare riconosciuto come "non-self". Il 
riconoscimento avviene grazie a interazioni con il complesso maggiore di 
istocompatibilità e per questo motivo sono causa di rigetto nei trapianti di organi 
riconosciuti come non self. A differenza dei linfociti T citotossici, le cellule NK 
riconoscono come non-self le cellule con bassa espressione di MHC-I come le cellule 
tumorali, inducendone la lisi. Questa loro capacità di lisi potrebbe essere 
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particolarmente utile quando si tratta di cellule tumorali immunoselezionate 
(immunoedited) nel tumore avanzato. 
 
4.10 L'importante ruolo dell'anti-CD40 agonista nel modificare il 
microambiente tumorale 
 
Diversi studi hanno mostrato che l'Ab anti-CD40 agonista è un potente modificatore 
del microambiente tumorale. Inoltre, in decine di studi di combinazioni 
immunoterapeutiche con agonisti TLR, citochine, inibitori dei checkpoint, o 
chemioterapia, l'anticorpo anti-CD40 agonista ha dimostrato di solito di essere un 
essenziale componente. Quest'ultimo ha molti ruoli e mira a: 
 vasi sanguigni tumorali CD40
+ 
tale da permettere il traffico delle cellule T; 
 cellule B CD40
+
 nei tumori, nella milza e nei linfonodi (LN)
 
tale da secernere 
livelli più alti di anticorpi diretti contro l'antigene espresso sulle cellule 
tumorali; 
 cellule DC CD40
+ 
tale da up-regolare marcatori costimolatori, rilasciare IL-
12 per attivare le cellule T CD8
+ 
e stimolare una risposta specifica dei CTL 
verso gli antigeni tumorali cross-presentati. 
L'attivazione della CD40 “guida” anche le cellule T cross-presentate fuori dai 
linfonodi drenanti nella circolazione sistemica. 
Quando l'Ab anti-CD40 è stato combinato con altri agenti immunitari come IL-2 
locale, agonisti del TLR-7 locale, o chemioterapia citotossica sistemica, è stata 
osservata la generazione di una potente risposta antitumorale da parte dei linfociti T 
citotossici CD8
+
. Infatti, la somministrazione locale degli agonisti del TLR-3, TLR-7 
e del TLR-9 media il rigetto tumorale “riattivando” le cellule T CD8 intratumorali 
preesistenti in un modo dipendente dall'IFN di tipo I. Tutti questi approcci terapeutici 
inducono una risposta immunitaria locale e sistemica, con conseguente aumento della 
morte cellulare tumorale mediante citotossicità o mediante cellule che presentano 
l'antigene attivate, che portano ad una aumentata consegna dell'antigene tumorale al 
percorso di cross-presentazione locale nei linfonodi drenanti. La combinazione 
dell'Ab monoclonale anti-CD40 con IL-2 promuove e mantiene una memoria 
protettiva a lungo termine. Mentre la prima risposta è stata attribuita a infiltranti 
cellule T CD8
+
 antigene-specifiche del tumore e ai PMN, è stato osservato poi che le 
cellule NK giocano un ruolo chiave nella generazione e nel mantenimento delle 
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risposte da parte delle cellule T memoria. Un altro gruppo che ha trovato un successo 
simile con la combinazione IL-2/mAb anti-CD40 era in un avanzato, metastatico 
modello di carcinoma renale; l'effetto antitumorale era dipendente dalle cellule T 
CD8
+ 
e dalle citochine pro-infiammatorie. È stato mostrato un significante 
incremento del numero delle cellule DC e T nei topi trattati, comportando interazioni 
CD40-CD40L e l'induzione di una risposta antitumorale durevole. L'induzione del 
IFN-γ è stata scoperta per ridurre l'ambiente immunosoppressivo tumorale 
diminuendo il numero delle MDSC, Treg e delle citochine Th2 pur aumentando i 
livelli di citochina Th1 e reclutando un infiltrato infiammatorio all'interno del sito 
tumorale. Questi studi inoltre hanno confermato il requisito per la combinazione 
dell'IL-2 o IL-15 con mAb anti-CD40 per la regressione tumorale rispetto agli effetti 
parziali visti con il solo trattamento mAb anti-CD40 nelle grosse masse tumorali. La 
combinazione con l'IL-15, un potente attivatore delle cellule NK e T, ha anche 
dimostrato di portare benefici in un modello murino di cancro al colon. Infine, 
recentemente è stato provato che la combinazione IL-2/Ab anti-CD40 riprogramma i 
macrofagi M2 in macrofagi M1. 
 
4.11 Metodi utilizzati per mirare il microambiente tumorale negli studi 
umani 
 
L'immunoterapia intratumorale locale negli animali e negli umani è stata rilasciata 
tramite una varietà di metodi, compresi: 
 citochine 
 vettori per la terapia genica 
 gel a rilascio prolungato 
 nanoparticelle 
 terapia sistemica mirata che produce effetti locali. 
Un vasto numero di studi su umani ed animali ha dimostrato che l'iniezione 
intratumorale diretta di citochine, anticorpi, chemioterapia citotossica e così via è 
sicura, possibile ed efficace. L'iniezione diretta è stata eseguita su diversi tumori 
umani sotto, per esempio, la guida tomografica computerizzata. Negli uomini, le 
iniezioni intratumorali sono state eseguite con successo nel melanoma, tumore al 
fegato, tumore al polmone, tumore colon-rettale, tumore pancreatico, cordoma 
cervicale, tumore di Wilms e neuroblastoma, craniofaringioma cistico, tumori al 
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collo e alla testa, glioblastoma multiforme, e anche in tumori di difficile accesso 
come il mesotelioma che nasce come placche e noduli distinti e in seguito si sviluppa 
in una neoplasia lastriforme che riveste la cavità pleurica. Sono stati studiati gli 
effetti di una continua infusione di citochine all'interno dei tumori umani. Usando un 
catetere con più porte laterali inserito dentro i tumori sotto la guida della tomografia 
computerizzata (CT), collegato ad una porta subcutanea e seguito da otto settimane 
di una continua infusione di citochine (GMCSF o IFN-α) è stato possibile dimostrare 
la diminuzione del tumore locale e distale con pochi effetti collaterali sistemici. Ciò 
nonostante, questo tipo di iniezione o infusione è difficoltosa e non sempre possibile 
nei tumori umani a causa di problemi di locazione anatomica e sepsi. Di 
conseguenza, sono stati testati metodi più sofisticati e tecnologicamente avanzati. Il 
tumore endoteliale è stato mirato con anticorpi CD40 agonisti ingegnerizzati 
geneticamente su peptidi che in modo specifico attaccano il sistema vascolare dei 
tumori e non i vasi sanguigni normali nei modelli murini transgenici. Questo metodo 
permette il targeting tumorale mediante iniezione endovenosa ed evita la tossicità 
sistemica. 
Gli anticorpi bi-specifici e tri-specifici rappresentano una nuova tecnologia, sono 
costituiti da siti di legami per due o tre antigeni diversi e possono essere usati per 
mirare, ad esempio, le cellule immunitarie e quelle endoteliali CD40
+ 
o cellule 
tumorali antigene-specifiche nel microambiente tumorale. Questo può essere 
realizzato mediante la costruzione di molecole dimeriche (diabodies) che mirano ad 
un antigene tumorale su un sito di legame e un'altra molecola come CD40 o l'IL-2 su 
un altro sito di legame. Questi anticorpi possono anche essere usati per collegare 
insieme due diversi tipi di cellule, per esempio le cellule DC e le T. Sono state 
costruite molecole dimeriche bi-specifiche che mirano contemporaneamente alle 
CD40 e alle CD28 umane sulle cellule T naive. 
Le nanoparticelle sono un nuovo e promettente modo di targeting dei tumori e 
diversi tipi sono in fase di sviluppo compresi: 
 i liposomi  
 le micelle polimeriche  
 i dendrimeri  
 i cristalli di ossido di ferro superparamagnetici  
 l'oro colloidale. 
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Molte strategie si basano su una maggiore permeabilità e sull'effetto di ritenzione del 
sistema vascolare tumorale. Le macromolecole con un peso molecolare compreso tra 
15,000-70,000 g/mol possono accumularsi nei tumori solidi con le molecole più 
grandi essendo mantenute più a lungo. La dimensione può anche impedire la 
diffusione nella circolazione. È importante sapere che, mentre i liposomi possono 
estravasare dai vasi sanguigni tumorali che perdono, esse non diffondono lontano dal 
tumore anche dopo una settimana e possono trasportare diverse molecole nel 
microambiente tumorale. Al contrario altre si affidano alla specificità tramite il 
legame diretto al ligando da parte di nanoparticelle a recettori espressi dalle cellule 
nel microambiente tumorale e di nuovo può liberare molecole all'interno del tumore. 
La terapia genica è una forma innovativa di terapia che nasce dalla consapevolezza 
che la causa della malattia è un difetto nei geni presenti nelle nostre cellule e con 
l’ingegneria genetica è possibile manipolare questi geni e costruire in laboratorio un 
gene funzionale che corregga quel determinato difetto. Il maggiore ostacolo per il 
successo della terapia genica è rappresentato dalla difficoltà di trovare un sistema 
virale che raggiunga un livello di efficienza sufficiente nell’infettare tutte le cellule 
bersaglio. Un altro punto critico nasce dal fatto che il virus ingegnerizzato potrebbe 
essere riconosciuto come corpo estraneo dall’organismo e suscitare quindi una 
reazione immunitaria. Un terzo problema da risolvere è quello di rendere 
l’espressione del gene terapeutico persistente nel tempo senza bisogno di doversi 
sottoporre a continui trattamenti. Generalmente, per ottenere buoni risultati, si 
utilizzano vettori virali, cioè virus ingegnerizzati in modo da fargli trasportare il gene 
terapeutico e inserirlo nelle cellule bersaglio. Praticamente il virus viene privato del 
proprio genoma e quindi reso innocuo, ma conserva la sua capacità di “infettare” le 
cellule. In questo modo agisce come una specie di “Cavallo di Troia” che trasferisce 
nelle cellule il gene terapeutico, si esaurisce una volta terminato questo passaggio, e 
ciò che resta è la correzione del difetto. Esistono anche vettori non virali per 
effettuare il trasferimento del gene terapeutico all’interno della cellula bersaglio. Di 
solito sono formati da nanoparticelle cariche positivamente che formano interazioni 
elettrostatiche con il DNA carico negativamente. Rispetto ai vettori virali, però, 
hanno un’efficienza nettamente minore.  
La terapia genica è un'altra strategia di targeting che punta a liberare i geni 
terapeutici nel tumore, dopo di che la loro espressione nelle cellule stromali e/o 
tumorali trasfettate è destinata ad alterare il corso della malattia. Per esempio, alcuni 
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studiosi hanno dimostrato che l'espressione locale dei transgeni può aumentare la 
sensibilità delle cellule tumorali alla terapia, modulare le risposte immunitarie locali 
e antitumorali, bloccare l'angiogenesi, o normalizzare il sistema vascolare del 
tumore. La terapia immunogenica è stata condotta in sei pazienti affetti da 
mesotelioma con l'obiettivo di aumentare le risposte immunitarie antitumorali 
iniettando a livello delle lesioni tumorali un virus vaccino ricombinante che esprime 
l'IL-2 umana, VVIL2. Non sono state osservate tossicità locali o sistemiche e, 
nonostante le risposte da parte degli anticorpi, l'espressione genica dell'mRNA VV-
IL-2 perdura nelle biopsie tumorali fino a tre settimane, sebbene a bassi livelli. Non 
c'è stata prova di escrezione del virus o di trasmissione ai contatti. Un infiltrato di 
cellule T è stato rilevato nelle 50% delle biopsie tumorali a livello del sito di 
iniezione. Tuttavia, non sono state osservate risposte cliniche, suggerendo che la 
quantità dell'IL-2 prodotta era limitata e così questo trattamento necessità di un 
ulteriore sviluppo. Non è ancora chiaro come le cellule nel microambiente tumorale 
vengono infettate dal vettore VV. Tuttavia, in alcuni studi in vitro è stato mostrato 
che le cellule tumorali del mesotelioma sono altamente permissive all'infezione da 
parte dei vettori VV-citochine con una conseguente produzione significativa di 
citochine e una proliferazione compromessa, mentre i bassi livelli di IL-2 secreti dai 
macrofagi suggeriscono una evidente resistenza all'infezione. È stato anche 
dimostrato che le cellule dendritiche umane vengono prontamente infettate dal 
vettore VVIL-2 tale che diventano efficaci cellule presentanti l'antigene che 
secernono alti livelli della citochina immunostimolatoria IL-12. I vettori VV-IL-2 
inducono una profonda regressione tumorale. Questo effetto locale può fornire 
segnali di attivazione e sopravvivenza all'infiltrazione delle cellule T antigene-
specifiche tumorali e può modulare i vasi sanguigni tumorali, come è stato 
dimostrato nei modelli murini.  
Altri hanno utilizzato vaccini a DNA-diretti contro i target sovraespressi a livello 
delle cellule tumorali o delle cellule stromali a verifica di studi che mostrano 
l'eliminazione di tumori primari e metastatici. Uno studio ha esaminato se la 
consegna, mirata al tumore di un inibitore sintetico STAT-3 usando una 
nanoparticella ligando-target combinata con un vaccino a DNA HER-2, potrebbe 
migliorare l'immunità contro il tumore al seno HER
+
. I ricercatori hanno riportato 
un'aumentata espressione delle proteine IFN-γ, p-STAT-1, GM-CSF, IL-2, IL-15 e 
IL-12b e una riduzione di TGF-β, IL-6, e IL-10 nei tumori in associazione 
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all'infiltrazione delle cellule T CD8
+
 attivate, macrofagi M1, e DC. Questi 
cambiamenti sono correlati con la ritardata crescita dei tumori al seno ortotopici e 
con la ostacolata recidività del tumore (Nelson et al., 2014). 
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